CO 

s 

C*3 



(19) 



Europflisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(12) 



(ID EP1 31 4 783 A1 

EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



(43) Veroffentllchungstag: 

28.05.2003 Patentblatt 2003/22 

(21) Anmeldenummer: 01127664.5 

(22) Anmeldetag: 22.11.2001 



(51) Int CI7: C12N 15/10, C12N 15/66, 
C12P 19/34 



(84) Benannte Vertragsstaaten: 


• O'Connell, Timothy, Dr. 


AT BE CH CY DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU 


82256 FUrstenfeldbruck (DE) 


MCNLPTSETR 




Benannte Erstreckungsstaaten: 


(74) Vertreter; Bohmann, Arm In K. f Dr. 


AL LT LV MK RO SI 


Boh man n & Loosen, 




Anwart8sozletat, 


(71) Anmelder: Slonlng BIoTechnology GmbH 


Sonnenstrasse 8 


82178 Puchhelm(DE) 


80331 Munchen (DE) 


(72) Erfinder: 




• Schatz, Octavlan, Dr. 




85250 Altomunater(DE) 





Gcotntion of 
sptiokmontfaefl; 



(54) Nukleinsaure-Linker und deren Verwendung in der Gensynthese 



(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein einzelst- 
rSngiges Nukleinsauremolekul zur Verwendung in ei- 
nem Verfahren zur Herstellung einer Nukieinsaure, wo- 
bei das Nukleinsauremolekul einen Tail A und einen Toil 
B umfasst, wobel Teil A eine Sequenz umfasst, die min- 
destens einer Teilsequenz der Erkennungssequenz ei- 
nes Restriktionsenzyms vom Typ IIS entspricht und Teil 
B eine beiiebige, jedoch def inierte Abfolge von Nukleo- 
tiden umfasst. Unter Verwendung derartiger Nuklein- 
sauremolekule ist es moglich, verschiedene Teilse- 
quenzen sequenzunabhdngig zu verknupfen und somlt 
effektiv die Synthese einer Nukieinsaure unter Ruckgriff 
auf standardisierte Efemente zu betreiben. 
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Beschrelbung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft einzelstrfingige und doppelstranglge Nukleinsauremolekule zur Verwen- 
dung in einem Verfahren zur Herstellung elner Nukleinsaure, ein Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure sowie 

5 einen Kit zur Herstellung einer Nukleinsaure. 

[0002] Die Synthese von Nukleinsauren findet in der modernen Biotechnologie vielfaltige Anwendungen. Neben der 
Synthese vergleichsweise kurzer Nukleinsauren wle Oiigonukleotlden steht dabei die Synthese von mehreren Kiloba- 
sen groBen Nukleinsauren zunehmend im Vordergrund. Die dabei angewandten Methoden verwenden in der Regel 
fur jedes Gen unterschiedllche synthetisch hergestellte Ollgonukleotlde von typlscher Weise 40 bis 100 Nukleotiden 

io Lange als Grundbausteine. Infolge der Vielzahl der notwendigen Reaktionsschritte enthalten diese, trotz vergleichs- 
weise hoher Kopplungsefflzienzen von ca. 98-99% pro Schritt sowohl Abbruchprodukte als auch Fehlsequenzen, die 
furdieQualitatderzu synthetisierenden Nukleinsauren nachteilig sind. Derartige Fehlersindvorallem dann nachteilig, 
wenn die zu synthetisierende Nukleinsaure eine codierende Sequenz darstellt und es infolge der Verschiebung des 
Leserasters zu verkQrzten Trans kriptions- Oder Translationsprodukten kommt. Daher mussen die Oligonukieotidbau- 

1* stelne zusatzlich aufgerelnigt werden, urn diese Fehler auf ein vertretbares MaB zu reduzieren, da sonst komplexe 
Gensynthesen praktisch unmoglich sind. 

[0003] Zu den im Stand der Technik bekannten Verfahren zahlt beisplelsweise das sogenannte "gap filling B -Verfah- 
ren, in welchem eine Vielzahl von Oligonukleotiden synthetisiert, aufgerelnigt und anschlieBend paarweise Oder in 
Untergruppen hybridisiert werden. Nach der Synthese derjeweiligen Gegenstrange mittels einer Klenow-Porymerase- 

20 Reaktlon werden die elnzelnen Fragmente miteinander ligiert. Die so entstandenen Ligationsprodukte k6nnen entwe- 
der als Teilfragmente kloniert oder zunachst mitauSen liegenden Oligonukleotidprimem hybridisiert und in einer Po- 
lymerase-Kettenreaktion (PCR) amplif iziert werden. Alternativ konnen im Rahmen der sogenannten Kassettenmetho- 
de komplementare Oligonukleotide miteinander hybridisiert und die so erhaltenen Genfragmente durch enzymatische 
Oder chemische Ligation verknupft werden. Nach Aufreinigung und/oder Kionierung konnen diese zu groBeren Gen- 

25 abschnitten zusammengefugt werden. Beide Verfahren sind mlt Nachteilen verbunden, so z. B. bedingt durch die mit 
zunehmender Lange der zu synthetisierenden Nukleinsaure zunehmend hauflger auftretenden Fehler in der Klenow- 
Polymerase-Reaktion oder in der Polymerase-Kettenreaktion. 

[0004] Des Weiteren sind Im Stand der Technik Verfahren bekannt, bei denen Oligonukleotide In elner Festphasen- 
synthese miteinander verknOpft werden, urn grdBere Nukleinsauren aufzubauen. So beschreibt beisplelsweise die 

30 Internationale Patentanmeldung WO 99/47536 ein rekursives Verfahren, in dem elnzelstrangige Oligo-nukleotide in 
elner def Inierten Orientierung sequenziell an ein immobilisiertes StartermolekOI ligiert werden. Nachteilig ist bei dlesem 
Verfahren die fOr gr6!3ere Gensynthesen erforderliche hohe Anzahl der Einzelschritte, welche Prinzip bedingt zu ge- 
rlngen Ausbeuten sowie zur Anreicherung von Fehlsequenzen fuhren. Zudem mussen samtllche fQr die Gensynthese 
eingesetzte Oligonukleotide fur jede Synthese vorher neu synthetisiert werden. Eine Standardisierung dieses Verfah- 

55 rens ist wegen des damit verbundenen enormen technischen Aufwands daher nur beschrankt mdglich; 

[0005] Die Internationale Patentanmeldung WO 00/75368 beschreibt eine kombinatorische Festphasensynthese, in 
welcher in parallelen Reaktlonsansatzen doppelstranglge Oligonukleotide, die eine Erkennungssequenz fur ein Typ 
IIS-Restriktlonsenzym enthalten, mit weiteren doppelstrangigen Oligonukleotiden, welche eine Erkennungssequenz 
fur ein anderes Restriktionsenzym vom Typ IIS enthalten, ligiert werden und die Ligationsprodukte anschlieBend mit 

40 einem Typ IIS-Restriktionsenzym gespalten werden. Durch mehrfaches Wiederhoien wlrd somit Iterativ eine deflnierte 
Nukleinsaure aufgebaut. Dieses Verfahren hat gegenOber anderen, auf Ligation von Oligonukleotiden beruhenden 
Verfahren den Vorteil, dass die verwendeten Oligonukleotide Erkennungssequenzeh fur verschiedene Typ IIS-Restrik- 
tionsenzyme enthalten, die eine sequenzunabhanglge Kombination parallel ligierter Teilfragmente erlauben. Dabei 
kdnnen beliebige Teilfragmente aus einer standardisierten Nukleinsaurebibliothek mit einer definierten Anzahl von 

45 Elementen generiert werden. Die Anzahl der diese Bibliothek aufbauenden Elemente hangt dabei von der Lange der 
durch das jeweiiige Restriktionsenzym erzeugten Uberhange ab. Bei einem Oberhang von beisplelsweise vier Nukleo- 
tiden, besteht eine komplette Bibliothek aus insgesamt 65.536 Elementen. Diese Zahl ergibt sich aus der Anzahl der 
Sequenzvarianten, die bei einer Lange des Gberhanges von vier Nukleotiden (4 4 ■ 256) existieren, multipliziert mit 
der Anzahl der Sequenzvarianten fur die vier direkt angrenzenden Nukleotlde, die den Oberhang beim nSchsten Ll- 

50 gationsschritt bilden (4 4 x 4 4 - 65.536). 

[0006] Obwohl dieses Verfahren eine sequenzunabhSngige VerknQpfung beliebiger parallel hergestellter Genfrag- 
mente gestattet und somit die Grundlage fQr eine Automatlsierung liefert, Ist die Anzahl der erforderiichen Oligonu- 
kleotide zum Aufbau einer entsprechenden Bibliothek, auf die im Rahmen der Synthese zugeg riff en wird, noch immer 
vergleichsweise hoch. Ein weiterer Aspekt, den es dabei zu beriicksichtlgen gilt, ist die Lange der Ollgonukleotlde, die 

55 in einem derartigen Verfahren verwendet werden. ( typlscher Welseetwa 20 bis 40 Nukleotlde). Infolge dessen enthfilt 
eine komplette Bibliothek von Oligonukleotiden In dem geschilderten Fall insgesamt 65.536 x 40 «2.6 Mio. Nukleotide. 
[0007] Trotz der mit dem Verfahren nach WO 00/75368 unmittefbar verbundenen Vorteile besteht demnach Im Stand 
der Technik weiterhin der Bedarf. ein Verfahren zur Synthese von Nukleinsauren und Mlttel zur Durchf iihrung desselben 
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bereitzustellen, welche auf eine Ollgonukleotid-Bibliothek geringerer Komplexitat zuriickgreifen. Insbesondere soil der 
Aufwand zur Erzeugung einer kompletten Bibliothek, vor allem hlnslchtlich der Anzahl der dazu erforderlichen Nukleo- 
tide, gegenOber dem Stand der Technlk deutllch verrlngert werden ohne dabei Nachteile wie eine geringere Ligations- 
effizienz (z.B. bei der Verwendung von Uberhangen von nur ein oder zwei Nukleotiden Lange) in Kauf nehmen zu 
mussen. Es ist dabei eine weitere Autgabe der Erflndung ein Verfahren bereitzustellen, welches einen noch geringeren 
Anteil an Abbruch- und Fehlsequenzen gewahrieistet sowie die gleichzeitige Synthese mehrerer Genvarianten eriaubt. 
[0008] ErfindungsgemaB wlrd diese Aufgabe in einem ersten Aspekt gelost durch ein einzelstrangiges Nukleinsau- 
remolekul zur Verwendung in einem Verfahren zur Hersteliung elner Nukleinsaure umfassend mindestens 

einen (konstanten) Teil A und einen (variablen) Teil B 

wobei 

Teil A eine Sequenz umfasst, die der Sequenz der Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ II S 
Oder eines Tells davon oder einer dazu komplementaren Sequenz entspricht, und 

Tell B eine definierte Abfolge von Nukleotiden umfasst. 

[0009] In elner AusfQhrungsform Ist vorgesehen, dass das Restriktionsenzym ausgewahlt ist aus der Gruppe, die 
Bpil, Esp3l ( Eco31l, Bsal, BsmBI, Bbsl, BspMI, Aarl, AcelH, Acc36l, Sapl, Btsl, BsrDI, Bse3DI, BciVI, Bfull, Bfill und 
Bmrl umfasst. 

[001 0] In einer weiteren Ausfuhrungsform Ist vorgesehen, dass die Sequenz von Teil A ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe, die SEQ ID NO:1 bis 13 umfasst. 

[0011] In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass Teil B eine Lange von 1 , 2, 3, 4, 5, 6 oder 7 
Nukleotiden aufwelst 

[0012] In einem zweiten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch eine Nukleinsauremolekulbibliothek umfassend eine 
Vielzahl der erfindungsgemflQen Nukleinsauremolekule. 

[001 3] In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Bibliothek 256 in der Sequenz von Teil B sich unterschei- 
dende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B eine Lange von vier Nukleotiden 
aufwelst. 

[0014] In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen; dass die Bibliothek 1024 in der Sequenz von Tell B sich 
unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B eine lange von funf 
Nukleotiden aufwelst. 

[0015] In elner noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Bibliothek 4096 in der Sequenz von Tell B 
sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden von Tell B eine Lange von sechs 
Nukleotiden aufweist. 

[0016] In einer weiteren AusfGhrungsform Ist vorgesehen, dass die Bibliothek 16 in der Sequenz von Teil B sich 
unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B eine Lange von zwei 
Nukleotiden aufwelst. 

[0017] SchlleBlich Ist In einer Ausfuhrungsform vorgesehen, dass die Bibliothek 64 in der Sequenz von Teil B sich 
unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden von Tell B eine Lange von drei 
Nukleotiden aufwelst. 

[0018] In einem dritten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung zumindest eines der erfindungsge- 
mfiBen NukleinsSuremolekule und/oder einer der erf IndungsgemaBen Nukleinsauremolekulbibliotheken In einem Ver- 
fahren zur Hersteliung von Nukleinsauren, insbesondere einem Verfahren zur sequenz lei len Ligation von Ollgonukleo- 
tiden in parallelen Reaktionsansatzen, welche In weiteren Schritten auf Sequenz-unabhangige Weise miteinander ver- 
knupft werden. 

[0019] In einem vlerten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Hersteliung eines Nukleinsauremo- 
lekuls umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen eines ersten Ollgonukleotlds, optional mlttels einer Modification an eine Festphase gekoppelt, 
wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz Oder einen Teil davon oder eine hierzu komplementare Se- 
quenz fur ein erstes Typ IIS-Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneldet, und 
einen einzelstrangigen Uberhang umfasst, 

b) HinzufOgen eines erfindungsgemaBen einzelstrangigen Nukleinsauremolekuls.zu dem Oligonukleotid, wobei 
bevorzugter Weise der Tell A des Nukleinsauremolekuls Im Wesentiichen komplementar zu dem einzelstrangigen 
Bereich des ersten Ollgonukleotlds ist; 



c) Ligation des Nukleinsauremolekuls aus Schritt b) mit dem ersten Oligonukleotid unter Ausbildung eines uber- 
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hangenden 5'Endes; 

d) AuffOllen des uberhSngenden 5*-Endes; 

e) Bereitstellen eines zweiten Oligonukleotides, wobel das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz oder einen 
Tell davon oderelne hierzu komplementare Sequenz fur ein zweites Typ IIS-Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, und einen einzelstrangigen Uberhang umfasst, wobei die Erkennungsse- 
quenz dieses Restriktionsenzyms verschieden 1st von der Erkennungssequenz des in Schritt a) genannten Re- 
striktionsenzym, und 

f) Hinzufugen eines erfindungsgemaBen einzelstrangigen NuklelnsauremoiekGIs zu dem Oligonukleotid, wobei 
bevorzugter Weise der Tell A des Nuklelnsauremolekuls im Wesentllchen komplementaj zu dem einzelstrangigen 
Bereich des zweiten Oligonukleotids ist; 

g) Ligation des NukleinsauremolekOls von Schritt f) mlt dem zweiten Oligonukleotid; 

h) Auffullen des Qberstehenden S'-Endes; 

I) Ligation der aus den Schrltten a) bis d) und e) bis h) erhaltenen Oligonukleotide; 

j) Spaltung des in Schritt i) erhaltenen Llgationsproduktes mlt dem ersten oder mit dem zweiten Typ IIS-Restrikti- 
onsenzym. 

In elner Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass in Schritt b) und/oder f) elne Hybridisierung zwlschen dem 
einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids mit Teil A des einzelstrangigen NukleinsauremolekOls erfolgt. 

[0020] In elner welteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das erste Oligonukleotid an eine Festphase gekop- 
pelt und bevorzugter Weise vor der Ligation gemaB Schritt i) von der Festphase abgespaften wird. 
[0021] In elnemfunften Aspektwird die Aufgabegeldstdurch einen KitzurHerstellung elner Nukleinsaure umfassend 
eine der erfindungsgemfiBen Nukleinsaurebibllotheken oder einen Teil davon. 

[0022] In elner Ausfuhrungsform Ist vorgesehen, dass der Kit ein erstes Oligonukleotid umfassend eine Erkennungs- 
sequenz fur ein erstes Typ IIS-Restriktionsenzym umfasst. 

[0023] In einer welteren Ausf Ohrungsform Ist vorgesehen, dass der Kit welter ein zweites Oligonukleotid umfassend 
eine Erkennungssequenz oder einen Teil davon oder eine hierzu komplementare Sequenz fur ein zweites Typ IIS-Re- 
striktionsenzym umfasst, wobei das zweite Restriktionsenzym von dem ersten Restrlktlonsenzym verschieden ist. 
[0024] In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass mindestens eines der Oligonukleotide an einer 
Festphase immoblilslert ist. 

[0025] In einem sechsten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung eines teiiweise 
doppelstrangigen Oligonukleotids mlt einem 3 Nukleotid langen Uberhang, wobel das Oligonukleotid elne Erkennungs- 
sequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS enthait, umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen eines ersten teiiweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das Oligonukleotid einen 3MJber- 
hang und eine Erkennungssequenz fOr ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufwelst, 

b) Bereitstellen einer ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotlden umfassend einen Teil A und einen Teil 
B, wobei Tell A komplementarzu dem einzelstrangigen Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonu- 
kleotids und bevorzugter Weise bei alien Mitgliedem der Gruppe identisch Ist und Teil B eine Lange von 3 Nukleo- 
tiden umfasst, wobel sich die Mltglieder der Gruppe in Teil B unterschelden, 

c) Bereitstellen eines zweiten teiiweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das Oligonukleotid einen 3'-Uber- 
hang und elne Erkennungssequenz fiir ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das Restriktionsenzym 
vom Typ IIS verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS der Oligonukleotide In Schritt a), 

d) Bereitstellen elner zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotlden umfassend einen Teil A und einen 
Teil B, wobel Tel! A komplementfir zu dem einzelstrangigen Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligo- 
nukleotids und bevorzugter Weise bei alien Mitgliedem der Gruppe identisch Ist und Teil B eine Lange von 3 
Nukleotiden umfasst, wobel sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

e) Hybridisleren und Ligleren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit Jewells einem Mltglied 
der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotlden, 

f) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten zweiten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied - 
der in Schritt d) bereitgestellten zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotlden 

g) Auffullen der Qberhangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt e), 
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h) Auffullen der ubertiangenden 5'-Enden der Ligatlonsprodukte aus Schritt f), 

i) Ligation von jeweils einem aufgefullten Ligationsprodukt aus Schritt g) mit jeweils einem aufgefullten Ligations- 
schritt aus Schritt h), 

J) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fur das in Schritt a) bereitgestellten Oligonukieotid spe- 
zifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

[0026] In einem siebten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung eines teilweise 
doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 3 Nukleotid langen Oberhang, wobei das Oligonukieotid eine Erkennungs- 
sequenz fGr ein Restriktionsenzym vom Typ IIS enth&lt und Schnelden des Oligonukleotids mit dem Restriktionsenzym 
zu einem Oberhang mit einer von 3 Nukleotiden verschiedenen Lange, umfassend die Schritte: 

a) Bereitstelien eines ersten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das Oligonukieotid einen 3'-0ber- 
hang aufweist und eine Erkennungssequenz fGr ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, 

b) Bereitstelien elner ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend einen Tei! A und einen Teil 
B, wobei Teil A komplementfir zu dem einzelstrangigen Berelch des In Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonu- 
kleotids und bevorzugter Weise bei alien Mltglledem der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange von 2 Nukleo- 
tiden umfasst, wobei slch die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

c) Bereitstelien eines zweiten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das Oligonukieotid einen 3'-0ber- 
hang aufweist und eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das Restrik- 
tionsenzym vom Typ IIS verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS der Oligonukleotide in Schritt a), 

d) Bereitstelien einer zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend einen Teil A und einen 
Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligo- 
nukleotids und bevorzugter Weise bei alien Mttgliedem der Gruppe Identisch ist und Teil B eine Lange von 2 
Nukleotiden umfasst, wobei slch die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

e) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied 
der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden, 

0 Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten zweiten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied 
der In Schritt d) bereitgestellten zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden 

g) Auffullen der Oberhangenden 5'-Enden der Ligatlonsprodukte aus Schritt e), 

h) Auffullen der uberhangenden S'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

I) Ligation von jeweils einem aufgefOilten Ligationsprodukt aus Schritt g) mit jeweils einem aufgefullten Ligatlons- 
schritt aus Schritt h), 

j) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fur das in Schritt a) bereitgestellten Oligonukieotid spe- 
zifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

[0027] In einem achten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Nukleinsauremolekuls um- 
fassend die Schritte 

a) Bereitstelien eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstelien eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem S'-Uberhang, das eine Erken- 
nungssequenz fur ein "typHS Restriktionsenzym enthait, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
schneidet, und eine Modiflzierungtragt, die eine Kopplung an eine teste Matrix erlaubt, wobei der 5'-0berhang 
eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem S'-Uberhang 
und einer anderen Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erken- 
nungssequenz schneidet, als In Schritt aa), wobei der S'-Uberhang eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu iigierenden 
Enden festgelegten Orlentlerung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden 60wie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukte aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids 
aus Schritt ab) stattfindet, 
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af) Abtrennen des Reaktionsgemlsches vom in Schritt ae) erhaltenen veriangerten OligonukJeotid aus Schrltt 
aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiedertiolen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereltstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 5'-Gberhang, das eine Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym enthait, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
schneidet, und eine Modif izierung tragt, die eine Kopplung an eine teste Matrix eriaubt, wobei der 5'-Uberhang 
eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 5'-0berhang 
und mit elner anderen Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Er- 
kennungssequenz schneidet, als in Schritt ba), wobei der 5'-0berhang eine Unge von 3 Nukleotiden umfasst, 

be) Ligation der Oligonukleotlde aus Schritt ba) und bb) In der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Ollgonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so veriangerten Nukleinsduremoiekuls vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis be), wobei Im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ligationsprodukt mit 
einem TypllS Restriktionsenzym geschnitten wlrd, wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) 
stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotlde aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden Enden 
festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung Im Ollgonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so veriangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

wobei das Oligonukleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines Restriktlonsenzyms vomTyp IIS aufweist, das 
einen drel Nukleotide langen Uberhang erzeugt, solange die Schritte ab) bis ae) wiederholt werden und das Oligonu- 
kleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als 
einen drei Nukieotid langen Oberhang erzeugt, beim letzten Durchlaufen der Schritte ab) bis ae) und/oder 
das Ollgonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen 
drei Nukleotide langen Uberhang erzeugt, solange die Schritte bb) bis be) wiederholt werden und das Oligonukleotid 
von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als einen 
drei Nukieotid langen Uberhang erzeugt, beim letzten Durchlaufen der Schritte bb) bis be). 

[0028] in einem neunten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer Gruppe von Nukleinsau- 
remolekulen umfassend die Schritte 

a) Berertsteilen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereltstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
hait. welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung 
an eine teste Matrix eriaubt, 
Kopplung des Oligonukleotids an die teste Matrix 
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ab) Zugabe eines weiteren, mlndestens teilweise doppelstrHngigen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt aa)„ 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgeiegten Orientierung, 

ad) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhaib 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nuklelnsauresequenz des Oligonukleotids 
aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlSngerten Oligonukleotid aus Schritt 
aa), 

ag) optional mindestens einmaiiges Wiederholen der Schrltte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schrltte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das elne Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
hfiit, welches auBerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung 
an elne feste Matrix erlaubt mit einem Ende an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrSngigen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhaib seine Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgeiegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhaib 
seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten NuklelnsfiuremolekOls vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaiiges Wiederholen der Schrltte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ligationspordukt mit 
einem TypllS Restriktionsenzym geschnitten wlrd, wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus Schritt ba) 
stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) In der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden Enden 
festgeiegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhaib seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid aus Schritt a) Oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten NukleinsauremolekOls vom Reaktionsgemisch, 

wobei beim letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugegebene Oligonukleotid eine Modifizierung 
tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt und 

nach dem letzten Wiederholen der Schrltte ab) bis af) als Schritt ah) das Ligationsprodukt aus Schritt ac) mit einem 
TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird. welches auBerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spal- 
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tung in der Nukleins&uresequenz des Oligonukleotfds aus Schritt aa) stattfindet und das Spaltungsprodukt von dem 

an der festen Matrix gekoppelten Oiigonukleotid freigesetzt wird 

und das frelgesetzte Spaltprodukt in mlndestens zwel Reaktionsansfitze aufgetellt wird. 

[0029] In einem zehnten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Herstellung eines Nukleinsaure- 
molekQIs umfassend die Schritte 



a) Bereitstellen eines Oligonukleotfds, das hergesteilt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
halt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schrieldet, und eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung 
an eine teste Matrix eriaubt, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines welteren, mlndestens teilweise doppejstr&ngigen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fOr ein TypliS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt aa)„ 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) In der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowle Enzyme, 

ae) Spaitung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaitung In der Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids 
aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten Oiigonukleotid aus Schritt 
aa), 

ag) optional mlndestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergesteilt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
h§ It, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tratgt, die eine Kopplung 
an eine feste Matrix eriaubt mit einem Ende an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mlndestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fflr ein TypliS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) In der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowle Enzyme, 

be) Spaitung des Llgationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaitung im Oiigonukleotid In Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten NukielnsSuremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mlndestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowle Enzyme das Ligatlonspordukt mit 
einem TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, wobei die Spaitung in dem Oiigonukleotid aus Schritt ba) 
stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden Enden 
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festgelegten Orientlerung, 

d) Entfernen nlcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

5 e) Spaftung des Ligationsproduktes aus Schrltt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 

Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung Im Oligonukleotld aus Schritt a) oder b) stattflndet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktlonsgemisch, 

10 wobel beim letzten Wlederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugogebene Oligonukleotid eine Modifizierung 
tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt. 

[0030] In einem elften Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemaB geldst durch ein Verfahren zur Herstellung eines 
Nukleinsauremolekuls umfassend die Schritte 

is a) Bereitstellen eines Oligonukieotids, das hergestellt 1st durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukieotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
hait, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 

20 ab) Zugabe eines weiteren, mlndestens teilweise doppelstrangigen Oligonukieotids mit einer anderen Erken- 

nungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt aa) und sine Modifizierung tragt, die eine Koppiung an eine feste Matrix eriaubt, 

ac) Ligation der Oligonukleotlde aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
25 Enden festgelegten Orientlerung, 

ad) optional Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
30 seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der NukleinsSuresequenz des Oligonukieotids 

aus Schritt ab) stattf indet, 

af) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt ae) des Reaktionsgemisches, 
35 ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukieotids, das hergestellt 1st durch die Schritte: 
. ba) Bereitstellen eines Oligonukieotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 

40 halt, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukieotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBemalb seine Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt ba) und eine Modifizierung trflgt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, 

45 

be) Ligation der Ollgonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

bd) optional Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

50 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid in Schritt bb) stattflndet, 

bf) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt be) des Reaktionsgemisches, 

55 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das 
Ligationspordukt mit einem TypllS Restriktionsenzym geschnltten wird, wobei die Spaltung in dem Oligonu- 
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kleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu (igierenden Enden 
festgelegten Orlentierung, 

5 

d) Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit elnem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneldet, wobel die Spaltung im Ollgonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

10 

f) Abtrennen des so verifingerten Nukleins&uremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

[0031] In einem zwdlften Aspekt wirddie Aufgabe erfindungsgem&Bgelost durch ein Verfahren zur Herstellung eines 
NuklelnsfiuremolekQIs umfassend die Schritte 

w 

a) Bereitsteiien eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitsteiien eines Oligonukleotids, das elne Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
hftlt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und elne Modif izierung trfigt, die eine Kopplung 

& an eine feste Matrix erlaubt, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstranglgen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 

25 als in Schritt aa)„ 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orlentierung, 

so ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Llgationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des Oligonukleotids 
aus Schritt ab) stattfindet, 

35 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen vertangerten Ollgonukleotid aus Schritt 
aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiedertiolen der Schritte ab) bis af), 

40 

b) Bereitsteiien eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: . 

ba) Bereitsteiien eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
halt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modif izierung tragt, die eine Kopplung 

4 * an eine feste Matrix erlaubt mit einem Ende an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstranglgen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fOr ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, 

so als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

S3 bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 
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bf) Abtrennen des so veriangerten NuklelnsfluremolekQIs vom Reaklionsgemisch, 

bg) optional mlndestens elnmaliges Wlederholen der Schritte bb) bis bf), wobel Im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ligationspordukt mit 
einem TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid bus Schritt ba) 
stattfindet, 

c) Ligation der OligonuWeotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu liglerenden Enden 
festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneldet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so veriangerten Nukleinsfiuremolekuls vom Reaktionsgemisch, 
wobei 

das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine Methylierung aufweisen, 
wobei nach mindestens elnmallgem Durchlaufen der Schritte aa) bis af) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt 

aa) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypllS 
ausgebildet wurde, der durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt ae) komplettiert wird und 
die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter Verwendung dieser Erken- 
nungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid bus Schritt ab) zumindest eine Methylierung aufweisen, 
wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte aa) bis af) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt 

ab) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypllS 
ausgebildet wurde, der durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt ae) komplettiert wird und 
die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter Verwendung dieser Erken- 
nungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine Methylierung aufweisen, 
wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis bf) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt 

ba) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypllS 
ausgebildet wurde, der durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt be) komplettiert wird und 
die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter Verwendung dieser Erken- 
nungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine Methylierung aufweisen, 
wobei nach mindestens elnmallgem Durchlaufen der Schritte ba) bis bf) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt 

bb) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypllS 
ausgebildet wurde, der durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt be) komplettiert wird und 
die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter Verwendung dieser Erken- 
nungsstelle verhindert. 

[0032] In einem dreizehnten Aspekt wird die Aufgabe erflndungsgemaB ge!6st durch ein Verfahren zur Amplifikation 
eine im Rahmen eines Sloning-Verfahrens enstehenden Ligationsproduktes, wobei das Verfahren die folgenden Schrit- 
te umfasst: 

a) Bereitstellen eines Ligationsproduktes; 

b) Bereitstellen eines fur das Oligonukieotid gemaB Schritt aa) und/oder ab) des Sloning-Verfahrens zumindest 
teiiweise komplementaren Primers, . 

c) Bereitstellen eines fur das Oligonukleotid gem3B Schritt ab) und/oder bb) des Sloning-Verfahrens zumindest 
teiiweise komplementaren Primers, 

d) Hybridisieren zumindest eines der Primer mit dem Ligatlonsprodukt; 

e) Durchfuhren einer Polymerasekettenreaktion unter Verwendung des an das Ligationsprodukt hybridisierten Pri- 
mers. 

[0033] Weitere Ausfuhrungsformen der verschiedenen Aspekte der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den 
Unteransprtichen. 

[0034] Der vorliegenden Erfindung liegt die uberraschende Erkenntnis zugrunde, dass die mit dem Verfahren nach 



11 



EP 1 314 783 A1 



WO 00/75368 mogllche sequenzunabhangige Verknupfung belieblger Oligoukleotlde und damit die Synthese beliebi- 
ger Nukleinsauren noch wetter verbessert werden kann, well durch die geringere Komplexitat der Oligonukleotidbiblio- 
thek (wie sie nach dem Verfahren der vorllegenden Anmeldung generiert werden kann) eine hdhere Standardisierung 
der darin enthaltenen Oligonukleotide moglich ist. Insbesondere kann durch die nach dem voriiegenden Verfahren 

5 mogllche Verkurzung der Oligonukleotide eine hdhere Ausbeute und eine groSere Reinheit erreicht werden, wodurch 
die Genaulgkelt der Gensynthese nochmals gestelgert werden kann. In dem Verfahren nach WO 00/75368 werden 
zwei verschiedene Klassen von Oligonukieotiden verwendet, wobei sich die beiden dort als Anchor- und Splinker- 
Oligonukleotld bezeichneten Klassen durch das Vorhandensein zweier unterschiedlicher Erkennungssequenzen fur 
Restriktionsenzyme vom Typ IIS und die einzelnen Elemente innerhalb der Oligonukleotidklasse in der Sequenz des 

10 jeweiligen Oberhanges unterscheiden. Um belieblge Gene nach diesem Verfahren herstellen zu k6nnen, muss eine 
Blbllothek von Oligonukieotiden zur VerfQgung stehen, die alle mdglichen Sequenzvarlanten derzu Grunde liegenden 
Oligonukleotide enthfift. GemflB der voriiegenden Erfindung konnen die Jeweils benStigten Anchor und Splinker Oli- 
gonukleotide unter Verwendung von insgesamt drei standardisierten Elementen bei Bedarf in einer Abwandiung der 
in der Anmeldung WO 00/75368 beschrlebenen Methode hergestellt werden. Bel den drel Elementen handelt es sich 

is zum einen um zwei Klassen von Oligonukieotiden, die sich Im Wesentlichen durch die Anwesenheit von zumindest 
jeweils einer Erkennungssequenz (Oder der dazu komplementaren Sequenz) fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS 
unterscheiden, und eln hierin Im Folgenden auch als Linker bezelchnetes einzelstrangiges Oligonukleotid. 
[0035] Restriktionsenzyme vom Typ IIS sind zeichnen sich dadurch aus, dass sie mft zwei diskreten Stellen einer 
doppelstrangigen DNA in Wechselwirkungtreten. Eine der beiden Stellen ist die Erkennungssteile, die typischer Weise 

20 eine Lange von 4 bis 7 Basenpaare aufwelst. Die andere Stelle ist die Spaltungsstelle, die gewdhnlich 1 bis 20 Ba- 
senpaare von der Erkennungssteile entfemt ist. Die Erkennungsstelien der Restriktionsenzyme sind entweder voll- 
standig Oder teilweise asymmetrisch. 

[0036] Die beiden Klassen von jeweils mtndestens eine Erkennungssequenz fOr ein Restriktionsenzym vom Typ HS 
(oder der dazu komplementaren Sequenz) aufweisenden Oligonukieotiden umfassen bevorzugter Weise jeweils die 
25 folgenden Strukturelemente in 3'-5'-Richtung: einen einzelstrangigen Bereich, einen doppelstrangigen Bereich und, 
optional, eine Schieife (engl. Loop). Diese SekundSrstruktur bildet sich In Folge der Primarstruktur der entsprechenden 
einzelstrangigen Nukleinsaure aus. 

[0037] Dem einzelstrangigen Bereich kommt Insoweit eine besondere Bedeutung bei, als dass dieser vollstSndig 
oder teilweise die Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS darstellt oder enthait. Altemativ kann 

30 der einzelstrangige Bereich auch eine Sequenz umfassen, die komplementar ist zu der vollstfindigen Erkennungsse- 
quenz fOr das Restriktionsenzym vom Typ IIS oder einen Tell derselben. Die minimale Lfinge des einzelstrangigen 
Bereichs kann dabel ein einzelnes Nukleotid sein. Die maximale Lange dieses Berelchs ist dabei grundsStzlich nlcht 
beschrfinkt, jedoch ist es bevorzugt, wenn diese neben der Erkennungssequenz keine weiteren Nukleotide enthait, 
da sich dadurch die Lange des Oligonukleotlds fetztfich nur unnfltig verlangert, was mlt einem erh6hten Syntheseauf- 

35 wand und damit einhergehend einem hoheren Risiko von Fehlsequenzen verbunden ist. Andererseits sollte der ver- 
wendete Uberhang eine stabile Hybridisierung mit dem einzelstrangigen Linker eriauben. Als optimal sind daher Lan- 
gen zwischen 3 und 7 Nukleotiden enzusehen. 

[0038] Der doppelstrflnglge Bereich kann aus der Ruckfaltung des Oligonukleotlds auf sich selbst entstehen. Die 
Lflnge des doppelstrangigen Bereichs betragt bevorzugter Weise drei bis neun Nukleotide. Grundsatzlich ist die spe- 
40 zifische Abfolge der Nukleotide in diesem Bereich beliebig, sofem zumindest unter den Bedingungen der Nukleinsau- 
resynthese, bei der das Oligonukleotid verwendet werden soli, eine stabile Hybridisierung zwischen den komplemen- 
taren Nukleotiden des Oligonukleotlds erfolgt. Dabel ist die Ausbildung von GC-Paarungen in Folge der erhdhten 
Stabilltat einer GC-Paarung gegenuber einer AT-Paarung bevorzugt Wenn TypllS Restriktionsenzyme mlt welter ent- 
femten Schnittstellen zum Elnsatz kommen, k6nnen die Erkennungssequenzen fur diese Enzyme sowohl vollstandig 
als auch teilweise in dem doppelstrangigen Bereich enthalten sein. 

[0039] Die Schieife des Oligonukleotlds kann aus einer beliebigen Abfolge von Nukleotiden gebildet werden. Bei der 
Auswahl der Abfolge girt es jedoch zu gewahrleisten, dass keine Wechselwirkung mit anderen Sequenzen erfolgt und 
damit die Ausbildung der Schieife oder der anderen das Oligonukleotid aufbauenden (Sekundar-)Strukturen gestdrt 
wird. Bevorzugt werden Pyrimidine und ganz besondere Thymidine verwendet, da diese relativ klein sind und die 

so entstehende Schieife nstruktur stabil Ist. Cytosin geht mit Guanosin eine stabilere Basenpaarung ein, wodurch die 
Ausbildung altematlver Sekundarstrukturen begOnstlgt wird. Die Verwendung von bevorzugter Weise vler Pyrlmldlnen 
und bevorzugt Thymidlnen ergibt sich aus derTatsache, dass die Ringspannung bei weniger als 4 Nukleotiden zu groB 
wird (wodurch die angrenzenden doppelstrangigen Regionen aufgelost werden kdnnen). Mehr als 4 Nukleotide haben 
hlngegen keine nennenswerte Auswirkung auf die Ringspannung und waren daher uberfliissig. 

55 [0040] Die vorstehend beschriebene Klasse von Oligonukieotiden wird hierin als einteiliges oder selbstkomplem en- 
tares Oligonukleotid bezeichnet. Eine hierzu alternative Klasse von Oligonukieotiden, die jedoch die gleiche Funktion 
aufwelst, insbesondere Im Rahmen Ihrer Verwendung zur Gen- oder Nukleinsauresynthese, zeichnet sich dadurch 
aus, dass die Schieife nicht vorhanden ist. Diese Klasse von Oligonukieotiden kann dadurch erzeugt werden dass 
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zwei einzelstrdnglge OHgonukleotide miteinander hybridisiert werden, wobei es zur Ausbildung des doppelstrangigen 
und des einzelstrangigen Bereiches kommt. In Folge des Fehlens der Schleif e sind bei der Auswahl und Ausgestaltung 
der beiden zu hybrid islerenden einzelstrangigen OHgonukleotide sowohl hinsichtilch der Sequenz als auch der Modi- 
fikation am 3'- bzw. 5*-Ende eine Reihe von Uberiegungen anzustelien bzw. MaBnahmen zu ergreifen. Wie im Folgen- 

* den noch eriautert wird, muss bei dieser Form von zweitelligem Oligonukleotid gewahrleistet sein, dass es zu keiner 
fehlerhatten Paarung mit dem Linker kommt. Weiterhin muss gewahrleistet sein, dass die Infolge des Fehlens der 
Schleife freiliegenden Enden der beiden hybridisierten Einzelstrfinge kein Substrat fur eine Polymerase oder Ligase 
danstelien. Dies kann belsplelsweise dadurch gewahrleistet werden, dass eine Aminoverbindung, ein Succlnylester, 
ein Fluoreszenzfarbstoff Oder ein Digoxlgeninrest an die endstSndigen 5' bzw. 3' Phosphatgruppen gekoppelt wird. 

w [0041] Beide Alternation von Oligonukleotidkiassen, d.h. sowohl die selbstkomplementare Form wie auch die zwel- 
teilige Form der OHgonukleotide, konnen uber eine Modifikation verfUgen, die es erlaubt, das Oligonukleotid an eine 
Festphase zu koppeln. Im Falle der seibstkomplementaren Form erfoigt diese Modifikation bevorzugter Welse im Be- 
reich der Schleife. Mit dieser Modifikation wird gewahrleistet, dass das Oligonukleotid oder eine dieses umfassende 
Nukleinsfiure von anderen Verbindungen abgetrennt werden kann. Die Modifikation seibst kann durch den Fachleuten 
auf dem Gebiet bekannte MaBnahmen erfolgen. Belspielhafte Modifikationen sind der Einbau niedenmolekularer Ver- 
bindungen wie Biotin, Digoxigenin, Fluoresceinisothlocyanat(FITC), Aminoverbindungen oder Succlnylester. DieOber- 
flache wird In der Folge Molekule aufweisen, die eine in der Regel spezifische Wechselwirkung mit der Modifikation 
zu Immobilisierungszwecken erlaubt. 

[0042] Der Linker als drittes standardisiertes Element ist chemisch betrachtet ebenfalls ein Oligonukleotid. Der Linker 

20 besteht grunds&tzlich aus zwei Tellsequenzen. Die erste (konstante) Teilsequenz, hierin auch als Teil A bezeichnet, 
umfasst mindestens die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS oder einen Teil davon. Aiternativ 
kann Teil A die zu der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms vom Typ ilS komplementare Sequenz oder einen 
Teil davon umfassen. Die zweite (variable) Teilsequenz des Linkers, hierin auch als Teil B bezeichnet, stellt eine be- 
iiebige, aber def inierte Folge von Nukleotiden dar Die spezifische Ausgestaltung des konstanten Teils A des Linkers 

& hangt dabei von den jewelligen Restriktionsenzymen vom Typ IIS ab, die im Rahmen des Syntheseverfahrens ver- 
wendet werden bzw. auf die die beiden Klassen von Ollgo nukleotiden abstellen (in der Regel Ist dieser vollstandig 
komplementar zu dem einzelstrangigen Bereich mindestens eines deroben beschriebenen OHgonukleotide) . 
[0043] Im Folgenden wird die Ausgestaltung eines Ollgonukleotids und des entsprechenden Linkers unter der An- 
nahme dargestellt, dass der einzelstrfingige Bereich des Ollgonukleotids die Erkennungssequenz des Restriktlonsen- 

30 zyms vom Typ IIS vollstandig umfasst. Infolge der Eigenschaft dieser Restriktionsenzyme, dass die Schnittstelle au- 
Berhalb der Erkennungssteile llegt, d.h. die Erkennungsstelle durch die enzymatische Aktivitat nicht zerstort wird, und 
daruber hlnaus derSchnitt des Restriktionsenzyms in einerdefinierten Entfernung von seiner Erkennungsstelle unab- 
hangig von der zu schneidenden Sequenz erfolgt, kann der Linker so gestaltet werden, dass der konstante Teil A 
komplementar ist zu der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms, welches den einzelstrangigen Bereich des Oli- 

35 gonukleotids ausbildet. In Folge dieser Komplementaritat kann eine Hybridisierung von Oligonukleotid und Linker er- 
folgen. Nachdem der Linker neben Teil A noch Teil B umfasst, bildet Teil B des Linkers nach der Hybridisierung mit 
dem Oligonukleotid einen Uberhang oder ein Qberstehendes Ende. Die gleiche Struktur aus Oligonukleotid und Linker 
bildet sich aus, wenn das Oligonukleotid in seinem einzelstrangigen Bereich eine Sequenz aufweist, die komplementar 
ist zur Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms und Teil A des Linkers die Erkennungssequenz des Restriktions- 

40 enzyms darstellt. Es ist dabei nlcht erforderiich, dass entweder der einzelstranglge Bereich des Ollgonukleotids oder 
der konstante Teil A des Linkers die vollstandige Erkennungssequenz bzw. deren komplementare Sequenz umfasst. 
Vlelmehr Ist es auch Im Rahmen der Erfindung, wenn die Erkennungssequenz Oder die dazu komplementare Sequenz 
des Restriktionsenzyms durch Telle des doppelstrangigen Bereiches und des einzelstrangigen Bereiches insgesamt 
ausgebildet wfrd. In diesem Fall wird beispielsweise Teil A des Linkers nur den Teil der Erkennungssequenz des Re* 

« striktionsenyms umfassen, der komplementar zu dem Im einzelstrangigen Bereich des Ollgonukleotids enthaltenen 
Tell Ist. 

[0044] Die Lange von Teil B des Linkers wird durch das jeweils verwendete Restriktionsenzym und genauer durch 

die Lange des von ihm erzeugten Oberhanges bestlmmt. Die nachfolgende Tabelle 1 gibt eine Obersicht Oberver- 5 
schiedene Restriktionsenzyme vom Typ IIS mit Ihren Erkennungssequenzen und den erzeugten Uberhangen wider. 
50 Dabei stellt die Tabelle die Paare von Restriktionsenzymen dar, die vorteilhafter Weise in dem erfindungsgemaBen 
Nukleinsauresyntheseverfahren zusammen mit den standardisierten Elementen verwendet werden. 



55 
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Tabellel: 



Belspielhafte Ausgestaltung von Ollgonukleotid 1 und Ollgonukleotid 2 sowle des erflndungsgemSBen Linkers In 
Abhangigkeit von dem spezifisch verwendeten Restriktionsenzympaar vom Typ IIS. 


Restriktlons- 
enzympaar 


Ollgonukleotid 1 (5'-3') 


Ollgonukleotid 2 (5'-3') 


Linker (5'-3') 


Eco31l/Esp3l 


CGN 1 . 9 X 1 . 9 N I ^. 9 CGTCTCN 
(SEQ. ID.No. 14) 


CCN^.qN^qGGTCTCN 
(SEQ. ID.No. 16) 


NNNNN' GAGA 
(SEQ. ID.No. 18) 


Bbsl/Acc36l 


TTCN 1 . 9 X 1 . 9 N , 1 . 9 G/MG^CNN 
(SEQ. ID.No. 15) 


CAGGTN 1 . 9 X 1 . 9 N , 1 ^>\CC7GCN4 
(SEQ. ID.No. 17) 


a) NNNNN' 2 GTC 
(SEQ ID No. 19) 

b) NNNNN' 4 G (SEQ 
ID No. 20) 


Eco31I/Esp3l 
(bipartite) 


N^CGTCTCN 
(SEQ. ID.No.21) 
CGNV 9 

(SEQ. ID.No.22) 


CCNV 9 

(SEQ. ID.No.23) 
N^GGTCTCN 
(SEQ. ID.No. 24) 


N^qCGAGA 
(SEQ. ID.No. 25) 


Bbsl/Acc36i 
(bipartite) 


N^gGAAGACNN 
(SEQ. !D.No. 26) 
TTCN^g 

(SEQ. ID.No. 27) 


CAGGTN^g 
(SEQ. ID.No. 28) 
N^gACCTGCNNNN 
(SEQ. ID.No. 29) 


NNNNNNGTC 
(SEQ. ID.No. 30) 
NNNNN' 4 G 
(SEQ. ID.No. 31) 



Dabei bedeutet; N ein beliebiges der Nukleotlde A, G, C Oder T; N' das jeweils zu N an der korrespondierenden 
Position im Gegenstrang komplementare Nukleotid X ein beliebiges nukleotidisches oder nichtnu- 
kleotidisches Element (ggf. mit einer entsprechenden Modifikatlon), welches zu efner Kettenbildung 
befahlgt 1st. 



[0045] Die Subskrlptnummern geben die Anzahl der jeweillgen Elemente an. 



Tabelle 2: Beispielhafte Kombination der Erkennungssequenzen yon Restriktionsenzymen 
vom Typ IIS in den Oligonukleotiden der Klasse 1 und 2 



Erlcennungsseqaenz der Klasse 1 


Erkennungssequenz der Klasse 2 


CGTCTCN A NNNN__(Esp3I > BsmBI) 
(SEQJD.Nol) 


GGTCTCN A NNNN_(BsaI, Eco31I...) 
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GGTCTCN A NNNN_(BsaI, Eco31L..) 

fSEO ID No 2\ 


CGTCTCN A NNNN_(Esp3I, BsmBI) 


GAAGACNN A NNNN_(BbsI, Bpil.. .) 

(SEQ ID No 1\ 


ACCTGCNNNN A NNNN_(BspMI, Acc36I) 


ACCTGCNNNN A NNNN_(BspMI, Acc36I) 


GAAGACNN A NNNN_(BbsI, Bpil...) 


GCAGTG_NN A (BtsI) 


GCAATG_NN A (BsrDI, Bse3DI, ..) 


GCAATG_NN A (BsrDI, Bse3DI, ..) 


GCAGTG_NN A (BtsI) 


GTATCCNNNNN_N A (BciVI, Bfiil) 

/CPA TT\ V* ^\ 

(5EQJD.N0.7) 


ACTGGGNNNN_N A (Bfil, Bmrl) 


ACTGGGNNNN_N A (Bfil, Bmrl) 
(SEQ.ID.No.8) | 


GTATCCNNNNN_N A (BciVI, Bfiil) 


GGCGGANNNNNNNNN_NN A (Ecil) 
(SEQ.ID.No.9) 


GAGGAGNNNNNNNN_NN A (BseRI) 


GAGGAGNNNNNNNN_NN A (BseRI) 

/CCA TT\ Ma t n\ 


GGCGGANNNNNNNNN_NN A (Ecil) 


CACCTGCNNNN A NNNN_ (Aarl) 
(SEQ.ID.No.ll) 


CAGCTCNNNNNNN A NNNN_ (Acelll) 


CAGCTCNNNNNNN A NNNN_ (Aceffl) 
(SEQ.ID.No.12) 


CACCTGCNNNN A NNNN_ (Aarl) 


GCTCTTCN A NNN_ (Sapl) 
(SEQ.ID.No.13) 


- (Adapter Linker erforderlich) 



Dabei bedeutet: N ein jedes der NukJeotlde A, G, C Oder T; Adie Schnittstelle im "oberen" Strang, d.h. 5'->3' von 
links nach rechts _die Schnittstelle Im "unteren" Strang, d.h.5'->3' von rechts nach links 

[0046] Bevorzugte Paarungen elnes ersten und eines zweiten Restriktionsenzym vom Typ IIS zu Zwecken der Ver- 
wendung der beiden Klassen von Oligonukleotlden und des Linker-Molekuls fur die Synthese elner Nukteinsaure, 
bevorzugterWeise elner DNAsInd diefolgenden: Eco31l/Esp3l (37°C), Bsal/BsmBI (50 P C), BsmBI/Bsal (55°C), Bbsl/ 
BspM! (37°C), BspMI/Bbsl (37'C) BsrDl/BtsI (65°C), Btsl/BsrDI (37°C), BciVI/Bmrl (37°C), Aarl/Acelll (37°C), Ecil/ 
BseRI (37°C) und Bmrl/BciVI (37°C). (Die In Klammern angegebenenTemperaturen sind die bel der jewelligen Paarung 
verwendeten Inkubationstemperaturen.). Die Isoschlzomeren zu dlesen Enzymen (Bsal: Bso31 t Eco31l; BsmBI: 
Esp3l; Bbsl: Bpl1 ,BpuAI; BspM I: Acc36l; BsrDI:Bse3DI, BseMI; Bmrl: Bfil) stellen potenzielle Ausweichkandidaten dar; 
z.T. werden dlese aus klonlerten Vektoren uberexprimiert und in hoherer Ausbeute bzw. Relnheit produziert Isoschl- 
zomere werden auch dann bevorzugt verwendet, wenn die Lagerfahigkeit elnes Enzyms vergllchen mlt seinem Iso- 
schlzomeren beschrankt ist. 

[0047] Wlrd nun belspielswelse Bsal als Restriktionsenzym verwendet, wird ein Uberhang aus vier Nukteotiden er- 
zeugt, weicher eine beliebige Sequenz aufwelsen kann. Da an elner Jeden der vier Nukleotidpositionen im Prinzip alle 
vier Nukleotide (A, G, C, T) stehen konnen, kann mit insgesamt 256 Linkem eine jede aus vier Nukleotiden bestehende 
Sequenz dargestellt werden. Ein derartlger Linker kann sodann mit einem Oligonukleotid infolge der Komplementaritat 
der Sequenzen von Teil A des Linkers mit dem einzelstrangigen Teil des OJigonukleotides hybridisiert werden. Betragt 
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der durch das Restriktlonsenzym erzeugte Uberhang zwel Nukleotide, wird die entsprechende Linker-Bibliothek 16 
Elemente, bei einem Uberhang von drei Nukleotiden 64 Elemente, bei einem Uberhang von funf Nukleotiden 1024, 
bei einem Oberhang von sechs Nukleotiden 4096 und bei einem Uberhang von sieben Nukleotiden 1 6384 Elemente 
umfassen. 

5 [0048] Bet derartigen Bibliotheken ist anzumerken, dass derTeil B bei Betrachtung des elnzelnen Linkers scheinbar 
eine belieblge Sequenz aufwelst, jedoch In der Gesamtheit die Linker einer entsprechenden Bibliothek den gesamten, 
durch die Lange des Uberhanges definierten Sequenzraum abdecken und in einem jeden Fall eine definierte, d. h. 
nicht randomisierte Abfolge von Nukleotiden umfassen. 

[0049] Die vorstehende Konzeptlon der Paarblldung aus einem Oligonukleotid der ersten Klasse, hierin auch als 
io erstes Oligonukleotid bezeichnet, und einem entsprechenden Linker, definiert durch ein spezifisches Restriktlonsen- 
zym, wobei das die Klasse des Oligonukleotlds definierende Restriktlonsenzym das gleiche 1st, wle das die Klasse 
des Linkers definierende Restriktlonsenzym vom Typ IIS, kann nun In glelcher Art und Weise durchgefuhrt werden fur 
ein Paar aus Linker und Oligonukleotid elner zweiten Klasse, die durch ein anderes, zweites Restriktionsenzym vom 
Typ IIS definiert werden, undsodann Komplexeaus Linker und Oligomer hergestellt werden. Nachdem In diesem Falle 
is ein anderes Restriktlonsenzym vom "typ IIS verwendet wlrd, wird slch Tell A des Linkers von dem vorstehend im Zu- 
sammenhang mit dem ersten Restriktionsenzym vom Typ IIS beschrlebenen Linker unterscheiden. Teil B wird jedoch, 
wiederum in Abhangigkelt von der Lange des durch das Restriktionsenzym vom Typ IIS erzeugte Ende ausgestaltet 
sein und insgesamt einen entsprechenden Sequenzraum definieren. 

[0050] Durch das vorstehend beschriebene Vorgehen liegen somit typischer Weise zwei Linker-Blbliotheken vor, die 

20 bedingt durch die Spezifltat bzw. Komplementaritat der Erkennungssteile des jeweiligen Restriktionsenzyms vom Typ 
IIS mit jeweils einem korrespondlerenden Oligonukleotid hybridisieren konnen. Nach der Hybridisierung und ggf. Li- 
gierung des Linkers mit dem Oligonukleotid wird dieser typischer Weise phosphoryiiert und der durch Teil B des Linkers 
generierte Uberhang mittels einer Polymerase aufgefOllt, 60 dass der Komplex aus Oligonukleotid und Linker nun als 
. glattendlges Oligonukleotid vorliegl. Dieser Vorgang wird fOr das Oligonukleotid der zweiten Klasse und den entspre- 

25 chenden Linker (der zweiten Klasse) wiederhoft. AnschlieSend werden die beiden urn den Linker verlgngerten glat- 
tendigen Ollgonukleotlde mitelnander ligiert und anschlieBend mit einem der beiden Restriktlonsenzyme vom Typ IIS 
gespalten. infolgedessen kommt es zu einer Verlangerung des einen Oder des anderen Oligonukieotids. Die Anzahl 
der angefOgten Nukleotide wlrd dabel durch die Lfinge des Uberhanges bestimmt, welcher von dem jewefls fur die 
Spaltung der beiden liglerten glattendigen Ollgonukleotlde verwendeten Enzym produziert wird. 

30 [00S1] Der gezielte Aufbau einer definierten Nukleinsaure wird durch Anwendung und Wiederholung des oben be- 
schrlebenen schematlschen Reaktionsgeschehens dadurch mfiglich, dass aus der Linker-Bibllothek jene Linker ge- 
wfihft werden, die als Teil Bdie Sequenz enthalten, diezu elner bereits bestehenden oder aufzubauenden Nukleinsaure 
hinzugefugt werden soli. Nach Spaltung des Ligationsproduktes aus den beiden glattendigen Oiigo nukleotiden erhalt 
man ein abgespaltenes Oligonukleotid, welches in der Gensynthese nach dem Sloning-Verfahren, wie sie Gegenstand 

35 der intemationalen Patentanmeldung WO 00/75368 ist, eingesetzt werden kann. In diesem Verfahren werden groBere 
Gene dadurch hergestellt, dass zunachst in parallelen Reaktionsansatzen Teilfragmente durch sequenzielle Ligationen 
von unmodifizierten doppelstrangigen Oligonukleotiden (sogenannten Splinkem) an ein uber eine Modifikation imrno- 
billslerbare Ollgonukleotlde (sogenannte Anchor) aufgebaut werden. Die dabel entstehenden Ugationsprodukte wer- 
den nach jedem Schritt mit dem Restriktionsenzym gespalten, dessen Erkennungssequenz in den anligierten Splln- 

<o kermolekOlen enthalten ist. Dadurch verbleibt jeweils nur der variable Tell der Spllnker an dem Anchor Molekfll, wahrend 
der konstante Teil durch das Restriktlonsenzym abgetrennt und durch einen Waschschritt aus dem Reaktionsansatz 
entfemt wird. Je nach der zu synthetlslerenden Teilsequenz wird fur jeden Einzelschritt der hierfur bendtlgte Splinker 
aus elner Bibliothek ailer Splinker ausgewahlt AnschlieBend wird die eine Halfte der so erhaltenen Fragmente mit 
dem Anchor-spezfischen Restriktionsenzym behandelt, die andere Hfilfte der Fragmente mit dem Splinker-spezifl- 

*5 schen Enzym. Jedes dieser Fragmente weist nun einen elnzelstrangigen Uberhang auf, welcher komplementar zu 
dem Uberhang des In der Abfolge der zu synthetlslerenden Gensequenz nachsten Fragments ist. Durch Ligation der 
nebeneinander liegenden Fragmente {sogenannte Transposition) verdoppeltsich die LSnge der nunmehr voriiegenden 
Fragmente, wahrend slch die Anzahl der Fragmente halbiert. Mit jeder weiteren Transposition verdoppelt slch die 
Uinge der Teilfragmente bis schlleBlich nur noch ein Fragment tibrlg 1st, welches Im Normatfall die gesamte zu syn- 

50 thetisierende Gensequenz enthalt. 

[0052] In seiner Allgemelnheit formuliert, umfasst dieses Verfahren, das hierin auch ailgemein als das Sloning-Ver- 
fahren bezeichnet wlrd, somit die folgenden Schritte: 

a) Bereltstellen eines Oligonukieotids, das hergestellt Ist durch die folgenden Schritte: 

55 

aa) Kopplung eines Oligonukieotids mit einem Ende an eine feste Matrix, wobei die Kopplung uber eine Mo- 
difikation erfolgt, und das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym enthalt, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 
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ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen OHgonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 
ais in Schritt aa), wobei dieses Oligonukleotid nicht an die Matrix blnden kann, 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Biockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientlerung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nuklelnsauresequenz des OHgonukleotids 
aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten Oligonukleotid aus Schritt 
aa), 

ag) mindestens elnmallges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren OHgonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Kopplung eines OHgonukleotids mit einem Ende an eine feste Matrix, wobei die Kopplung fiber eine Mo- 
difikation erfolgt, und das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz fur ein TypilS Restriktionsenzym enthalt, 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen OHgonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt ba), wobei dieses Oligonukleotid nicht an die Matrix binden kann, 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) In der durch die Biockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlangerten NukleinsauremolekGIs vom Reaktionsgemisch, 

bg) mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte Ligation in 
Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Llgationspordukt mit einem TypllS 
Restriktionsenzym geschnitten wird, 

wobei die Spaltung in Oligonukleotid In Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Biockierung der nicht zu ligierenden Enden 
festgelegten Orientierung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid aus Schritt a) Oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsfluremolekuls vom Reaktionsgemisch. 

[0053J Der Begriff der festen Matrix, wie er hierin verwendet wird, bezeichnet allgemein eine jegllche Oberflache, an 
der eine Kopplung mindestens einer der Reaktanten stattf inden kann. Insbesonderezahlenhierzu Oberflachenformen 
wie Filter, Follen, Membranen, Chips, Platten, Kugelchen (engl. beads) undSaulen. Dlese Oberflachenformen konnen 
aus einem derfolgenden Materiallen hergestellt sein: Polymere wie Kunststoffe, beispielsweise Polystyrol, Polyacetat, 
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Polyacrylamide, Polyvlnylidenfluorid, Agarose, Sepharose, Cellulose; Slllzium, Glas (Silikatglas) und Kieselgel. Diese 
Materialien kdnnen in einer oder mehreren dem Fachmann bekannten Art und Weisen modifiziert werden. 
[0054] Die Kopplung kann auf Seiten der OligonuWeotide dadurch erfolgen, das elne Modifizierung Intern, d.h. an 
einem nicht-terminalen Nukleotld des Polynukleotlds, oder terminal, d.h. an elnem terminalen Nukloetid, vorliegt. Letz- 
teres wird Insbesondere dann mdglich seln, wenri das Ollgonukleotid als elne zwelteilige (engl. bipartite) Struktur vor- 
liegt. Derartige Modifizierungen, die elne Kopplung eines Oligonukleotids an elne Oberflache, insbesondere elne mo- 
difizierte Oberflache eriauben, sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und umfassen beispielsweise Biotin, Imi- 
nobiotin, Digoxygenin, Sulfhydrylgruppen, Dtclycohexylcarbodiimid, Fluorescein, Acrldin und Rhodamin. 
[0055] Die Kopplung kann auf Seiten der festen Matrix durch elne oder mehrere der folgenden Modifizierungen 
erfolgen: Avidine, wie Streptavidin, monomeres Avidin, an den Tyrosinresten modifiziertes Avidin; Antikdrper, insbe- 
sondere solche, die gegen die vorstehend genannten Verbindungen gerichtet slnd, und Suffhydrylgruppen. 
[0056] Es ist im Rahmen der FShlgkeiten der Fachleute auf dem Gebiet, geelgnete Kombinatlonen der vorstehenden 
Modifizierungen der Reaktionspartner zu bestimmen. 

[0057] In einer Werterentwlcklung des Verfahrens nach WO 00/75368 kdnnen aber auch mehrere Genvarianten 
gleichzeltlg hergestellt werden. Urn Tellfragmente mlt terminal verschiedenen Sequenzen herstellen zu kdnnen, Ist 
dazu folgende Modifikation des Protokolls notwendig: Nach der Ligation eines modifizierten Splinkers an elnen ver- 
langerten Anchor (nach vorherlger Blocklerung der vorhandenen Bindungsstellen an der Festphase) wird das entstan- 
dene Anchor-Splinker Ligationsprodukt nlcht mit derSplinker-spezifischen Restrlktionsendonukleasegeschnitten, son- 
dern mit dem Anchor-spezifischen Restriktlonsenzym. Hierdurch entstehen doppelstrangige DNA Molekule, welche 
an elnem Ende elnen einzelstrftngigen Oberhang aufwelsen, jedoch trotz Ihrer Modifikation nlcht mehr an die feste 
Matrix gebunden sind. Diese DNA Molekule konnen daher jetzt auf verschiedene ReaktlonsgefaBe aufgeteilt und an 
eine Festphase gebunden werden. Nach erneuter Blockierung f reier Bindungsstellen, Ligation neuer Anchormolekule 
sowie Spaltung mlt der Splinker-spezifischen Restriktlonsendonuklease kdnnen nun verschiedene Splinker ligiert an- 
liglert werden, die sich in der Uberhangsequenz unterschelden, nlcht aber in den an den Oberhang unmittetbar an- 
grenzenden Nukleotiden, welche nach der folgenden Restriktion den nSchsten Oberhang bilden. Auf diese Weise 
konnen mehrere verschiedene Tellfragmente aufgebaut werden. Diese Fragmente werden Im nflchsten Schritt mit 
Splinkem ligiert, welche im Anschluss an die Oberhangsequenzen wieder die gleiche Sequenz aufweisen, so dass 
alle Varlanten Fragmente nach der folgenden Spaltung mlt dem In der aufzubauenden Gensequenz folgenden Frag- 
ment verknupft werden kdnnen. Urn eine annahernd fiqulmolare Aufteilung dleser verschiedenen Fragmente zu errel- 
chen, mussen auch alle anderen, parallel hergestellten Ligationsprodukte entsprechend behandelt und portionlert wer- 
den. Hlerzu ist es notwendig, dass diejenlgen Fragmente, die nach dem ursprunglichen Verfahren am Anchor verblei- 
ben nach dem Schnelden mlt der Anchor-spezifischen Restriktlonsendonuklease erst wieder mit einem AnchormolekOI 
ligiert werden mussen, urn die Reaktion fortfGhren zu konnen. Dieser Aspekt der Erfindung wird in den Figs. 9 bis 14 
lllustriert. 

[0058] Nach Bedarf kann sich nach der letzten Transposition eine Polymerase Kettenreaktion (PCR) anschlieBen, 
in welcherals Primer Oligonukleotide verwendet werden, die zu den konstanten Tellen der Anchor bzw. Splinker kom- 
plementfir slnd. Auf diese Weise kdnnen Veriuste durch die Aufteilung der Reaktionen wieder kompensiert werden. 
Vorzugsweise werden hierbel thermostabile Polymerasen mit Proofreading Funktion eingesetzt, urn mdglichstwenige 
zusatzliche Fehler einzufuhren. 

[0059] Ein ahnllches Verfahren kann angewendet werden, urn zu verhindern, dass verkurzte Ligationsprodukte, wel- 
che durch inkomplette Spaltungen mit der Splinker-spezifischen Restriktlonsendonuklease entstehen kdnnen, nicht in 
die folgenden Transpositionsreaktionen Ubertragung von verlfingerten Splinkermolekulen nach dem Schnelden mit 
der Anchor-spezifischen Restriktlonsendonuklease) verschleppt werden und so zu Deletlonsmutatlonen fuhren kdn- 
nen. Hierbei werden an Stelle der jeweils letzten SplinkermolekUle am Ende des Ligation/Restrlktlon-Zyklus Anchor- 
molekflle ligiert, welche jedoch eine Erkennungssequenz fur das Splinker-spezlflsche Restriktlonsenzym enthalten 
(sogenannte Splinker-Anchor). Durch eine. Blockierung noch vorhandener freler Bindungsstellen der Festphase wird 
gewahrleistet, dass die Splinker-Anchor nur mlttels Ligation an die veriangerten Anchor an die Festphase gekoppelt 
werden. Nach der Spaltung der so entstandenen Ligationsprodukte mit dem Anchor-spezifischen Restriktlonsenzym 
weisen nur diejenlgen Molekule, welche im letzten Schritt elnen modifizierten Splinker-Anchor erhalten haben, die 
entsprechende Modifikation auf und kdnnen daher in einem nachsten Schritt nach Uberfuhrung In ein neues Reakti- 
onsgefSB durch Blndung an eine Festphase von nlcht modifizierten Teilfragmenten abgetrennt werden. Dleser Aspekt 
der Erfindung wird In den Figs. 15 bis 17 hlerln welter erISutert. 

[0060] Des Weiteren ist auch die Umkehrung des in der Anmeldung WO 00/75368 beschriebenen Vorgehens mog- 
lich: anstatt die Genfragmente an den an eine Festphase gekoppelten Anchor Oligonukleotide aufzubauen, kdnnen 
die Ligationen prlnzipiell auch in Ldsung erfolgen, wobel Jeweils modlfizierte Splinker-Anchor statt Splinker Oligonu- 
kleotide ligiert werden. Nach der Restriktion mit der Splinker-spezifischen Restriktionsendonuklease verbleiben nun- 
mehr die nicht geschnittenen Ligationsprodukte an der Festphase wfihrend die durch die Restriktion frei gesetzten 
Fragmente in die weiteren Reaktionsansfitze Gberfuhrt werden kdnnen. Bevorzugter Weise kdnnen bei dieser Vorge- 
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henswelse Enzyme efngesetzt werden, die selbst elne Modification tragen und somit ebenfalls in den Reaktionsan- 
satzen zuruckgehalten werden. Eine Hitzedenatuherung der Enzyme ist damit nicht mehr notwendig. Dieser Aspekt 
der Erfindung wird in den Figs. 18 bis 20 im Detail beschrieben. 

[0061] Prinzipiell kdnnen aufsynthetisierte Teilfragmente durch Kombination der in den letzten befden Absatzen be- 
5 schriebenen Verfahren nach Beiieben zwischen Anchor und Splinker-Anchor hin und hertransferiert werden (Transfer- 
Reaktlon). Elne Identlsche Uberhangsequenz vorausgesetzt, kfinnen so beliebige Genfragmente aus verschledenen 
Synthesen miteinander kombiniert werden. Dieses "Mini-Exon-Shuffling" eignet sich beisplelsweise hervorragend fur 
die Hersteliung von Designarproteinen oderzur Optimierung enzymatischer Eigenschaften durch die Kombination von 
Mutanten mlt erhohter AktivitSt bzw. Stability. . 
10 [0062] Das in der Anmeldung WO 00/75368 beschriebene Gensyntheseverfahren war in der Auswahl der zu syn- 
thetlsierenden Nukielnsauren insowelt eingeschra\nkt als dass die Erkennungssequenzen der verwendeten Anchor- 
und Splinker-spezlflschen Restriktionsendonukleasen In der zu synthetislerenden Sequenz nicht auftreten durften, da 
diesezu internen Spaltungen derTeilfragmentefuhren wurde. Dlese Beschrankung konnte dadurch umgangen werden, 
dass beim Zusammensetzen einer solchen Sequenz ein Splinker mrt einer Erkennungssequenz fur eine alternative 
15 Restriktionsendonuklease verwendet wird und das Ligationsprodukt dann anschlieBend mit der entsprechenden Me- 
thylase behandelt wird. Die methylierten internen Sequenzen sind dann vor der Spaltung mit der entsprechenden 
Restriktionsendonuklease geschutzt, wahrend die Anchor und Splinker nach wie vor abgetrennt werden kdnnen. Dieser 
Aspekt der Erfindung wird in den Figs. 21 bis 22 welter ausgefuhrt. 

[0063] SchlleBlich kann eine Verbesserung des Verfahrens der ursprunglichen Anmeldung dadurch erreicht werden, 

20 dass der Einsatz von Splinker Oligonukleotiden mit einem nur drei Nuleotlde gro&em Uberhang moglich ist, obwohl 
bislang kein Paar von Restriktionsendonukleasen bekannt ist, weiche einen drei Nukleotide langen Uberhang produ- 
zleren und daruber hinaus voneinander unterscheidbare Erkennungssequenzen aufweisen. Das Problem, dass die 
Genfragmente dann nicht durch Spaltungen an entweder dem einen Oder clem anderen Ende In den Transpositionen 
zusammen gesetzt werden konnen, kann namlich dadurch umgangen werden, dass der letzte hinzuzufugende Splinker 

25 ein Adapter ist, d.h. zwer ein drei Nukleotide langes Gberstehendes Ende aufweist, aber eine Erkennungssequenz fur 
ein Restriktionsenzym beinhaltet, welches einen vier Nukleotide langen Oberhang erzeugt. Der Einsatz solcher Spiin- 
ker-Adapter ist insoweit von Vorteil, als dass nur eine Splinkerblbliothek kleinerer Komplexitat notwendig ist (4096 statt 
65536) und drei Nukleotide lange Oberhange nlemals selbstkomplementar sein konnen. Da zudem die Gene dann Im 
Triptettraster aufgebaut werden kdnnen, Istfur codlerende Reglonen eine weitere Einschrankung der Komplexitat m6g- 

30 itch, da nicht fur alia Codons Splinker bereit gestellt werden mussen. Insgesamt werden 256 verschiedene Splinker- 
Adapter bendtfgt, um alle Sequenzvarianten abdecken zu kdnnen; beschrankt man sich auf die 30 hfiufigsten Codons, 
wOrden 120 ausreichen. Dieser Aspekt der Erfindung wird In den Figs. 2 bis 8 nSher eriautert. 
[0064] Der Hauptaspekt der vorliegenden Erfindung beruht darauf , dass es mlt Hilfe der hier beschriebenen Verfah- 
ren mdglich 1st, die Gr6Be der fur die Synthesen von beliebigen Genen notwendigen Oligonukieotid-Bibliothek durch 

35 eine kombinatorische Hersteliung aus zwei kielneren Blbliotheken entscheidend zu verringern . Aus dieser Vorgehens- 
weise resuttleren gegenuber dem bereits sehr vorteilhaften Sloning-Verfahren weitere deutliche Vorteile, werden doch 
nicht mehr standardlslerte Elemente mit La" ngen von 30 bis 40 Nukieotiden verwendet, sondern vlelmehr Linkermoie- 
kule, weiche Langen von typischer Welse 6 bis 11 Nukieotiden aufweisen. Hierdurch wird der erreichbare Aufreini- 
gungsgrad der standardislerten Oligonukleotidbausteine extrem verbessert und somit die Grundlage fur eine sehr 

<o zuveriassige und automatisierbare Nukleinsauresynthese geschaffen. 

[0065] Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaBen Verfahrens, wie er sich aus der vorstehenden Darstellung ergibt, 
besteht darin, dass die GrfiBe der Blbliothek der Linker Im Falle elnes Gberhanges von vier Nukieotiden lediglich 256 
betrfigt, wobei diese fur jedes Restriktionsenzym vom Typ Us, welches auf Seiten der Oligonukleotlde verwendet wird, 
entsprechend hergestellt werden muss. Somit ergibt sich, dass insgesamt im vorstehend genannten Beispiel lediglich 

45 512 verschiedene Linker sowie zwei Oligonukleotlde (jewells eines fur eine jede Klasse) hergestellt werden mussen, 
gegenuber insgesamt 65.536 Oligonukleotiden (bel der Verwendung von Restrlktlonsenzymen, die einen Uberhang 
gegenuber ihrer Erkennungssequenz von vier Nukieotiden erzeugen). 

[0066] Eine ganz besonders bevorzugte weitere Ausfuhrungsform sowohl hinsichtlich der Linker, wie auch der sich 
daraus ergebenden Bibliotheken kann dann realisiert werden, wenn sich wie im FaJle des Restriktionsenzym-Paares 

so Eco31l/Esp3l, die Erkennungssequenz lediglich in einem Nukleotid unterscheidet. Unter diesen Umstanden ist es . 
moglich, dass statt der erforderiichen 512 (256 Linker fur Klasse 1 und 256 Linker fOr Klasse 2) verschledenen Eie- 
menten lediglich einmal 256 verschiedene Linker hergestellt werden mussen, wenn das eine Nukleotid, in dem sich 
die beiden Restriktionsenzyme des Restriktionsenzympaares unterschetden nicht in Teil A des Linkers, sondern im 
terminalen Teil des doppelstrangigen Bereiches des Oligonukieotides angeordnet ist. 

55 [0067] In der folgenden Tabelle 2 werden Sequenzen fOr Vertreter der beiden Klassen von Oligonukleotiden ange- 
geben sowie das zu ihnen korrespondierende Restriktionsenzym vom Typ IIS, deren Erkennungssequenz entweder 
vollstflndlg odertellweise in dem 3'-OI-MJberhang vorhanden ist. 



19 



EP1 314 783 A1 

Tabelle 2: Sequenzbeisplele Air selbstkomplementare und bipartite Oligonukleotide 



5 





Restriktions- 
enzympaar 


Oligonukleotid 1 


Oligonukleotid 2 

(ei .-a t \ 


Linker 

VD -J J 


10 


Eco3iI/Esp3I 


CGCCCCTTTTGGGGCOTCTCG 
(SEQ. ID. No. 9) 


CCCGGGTTTTCCCGQOTCTCa 
(SEQ. ID. No. 11) 


NNNNCOAGA 
(SEQ. ID. NO. 
13) 


15 


BbsI/Acc36I 


TTCGGGTTTTCCCGAAGACGC 
(SEQ. ID. No. 10) 


CAGGTGGGTTTTCCCACTGGQACGC 
(SEQ. ID. No. 12) 


NNNNGCGTC 
(SEQ. ID. No. 
14) 


20 


Eco31I/Esp3I 
(bipartite) 


GGGCCGTCTCG 

CGCCCC (SEQ. ID. No. 17) 


CCCGGG 

CCCQOGTCTCQ (SEQ. ID. No. 
19) 


NNNNCOAGA 
(SEQ. ID. NO. 
15) 


25 


BbsI/Acc36I 
(bipartite) 


CCCGAAGACGC 

TTCGGG (SEQ. ID. NO. 

18) 


CAGOTG 

CCCACTGGGACGC (SEQ. 
ID. NO. 20) 


NNNNGCGTC 
(SEQ. ID. NO. 
16) 



[0068] Die hierin offenbarten Nukleinsauremolekulbibliotheken bestehen aus einer Mehrzahl der erfindungsgema- 
f3en einzelstrangigen Nukleinsauremolekule, wie sie hierin offenbart werden. Der Begriff einzelstrangiges Nukleinsau- 
remolekQI und Unker werden hierin, sofern nicht anders angegeben, 8ynonym verwendet. Bevorzugter Weise umfas- 

30 sen diese Nukleinsauremolekulbibliotheken den gesamten Sequenzraum, wie er durch die Lange des Oberhanges 
(Teii B des Linkers) definiert 1st. Es 1st jedoch auch im Umfang der voiiiegenden Erfindung, dass lediglich ein Tell der 
entsprechenden Linker und somit ein Teii des Sequenzraumes in der Nukleinsauremolekulbibliothek enthalten ist. 
Daruber hinaus kann das relative Verhaltnis der einzelnen Molekule in einer derartigen Bibtiothek zueinander sowohl 
gleich als auch unterschiedlich ausgebildet sein. Beispielsweise ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass 

35 solche Sequenzen, die vergleichsweise selten in den zu synthetisierenden Sequenzen Oder naturlichen Sequenzen 
vorkommen, vergiichen mit anderen, haufiger vorkommenderen Sequenzen entsprechend u nter rep rase ntiert sind. 
[0069] Wie berelts anhand der vorstehenden Beschreibung offenbart wurde, kfinnen sowohl die einzelstrangigen 
Nukleinsauremoiekule, d. h. Linker, als auch die Nukleinsauremolekul-Bibliotheken im flahmen eines verfahrens zur 
Herstellung eines Nukleinsauremolekuls verwendet werden. Bevorzugter Weise handelt es sich bei diesem Verfahren 

40 urn ein Verfahren mit sequenzleller Ligation von Ollgonukleotiden auf sequenzunabhangige Weise, wie es In der in- 
ternationalen Patentanmeldung WO 00775368 beisplelhaft beschrieben ist. Die hierin als Oligonukleotide der ersten 
Kiasse definlerten Oligonukleotide, wobei die Zuordnung dadurch erfolgt, dass ein Oligonukleotid der ersten Klasse 
eine Erkennungssequenz eines ersten Restriktionsenzym vom Typ IIS oder einen Teii davon oder eine dazu komple- 
mentare Sequenz umfasst und ein Oligonukleotid der zweiten Klasse eine Erkennungssequenz eines zweiten, vom 

45 ersten Restriktionsenzym verschledenen Restriktionsenzym vom Typ IIS oder einen Teii davon oder eine dazu kom- 
plementare Sequenz umfasst, konnen dabel ein sogenanntes "Anchor-Oligonukleotid sein, d.h. eine Modlfikatlon tra- 
gen, die eine Immobilisierung des Ollgonukleotids an einer Festphase erlaubt, und die andere Klasse ein sogenanntes 
n Splinker u -Oligonukleotid, das eine gleich- oder andersartlge spaltbare Modifikation aufweist. Ansonsten entsprechen 
"Anchor"- und "Spllnker-Oiigonukleotide dem hierin fur die Oligonukleotide beschriebenen Aufbau aus einem elnzel- 

50 strangigen und einem doppelstrangigen Bereich sowie optional einer Schleife. 

[0070] Das erfindungsgemaBe Verfahren sieht dabei vor, dass ein Oligonukleotid einer durch das Vorhandensein 
der Erkennungssequenz, deren kompiementaren Sequenz oder Jewells eines Teils davon, eines ersten Restriktions- 
, enzyms vom Typ IIS def inierten Klasse 1 bereitgesteilt wird, wobei dieses Oligonukleotid hinsichtlich der Erkennungs- 
sequenz fur das erste Restriktionsenzym wie oben offenbart ausgebildet sein kann. Dieses im Folgenden ais erstes 

ss Oligonukleotid bezeichnete Oligonukleotid kann eine Modifikation aufweisen, die eine Befestigung oder Immobilisie- 
rung des ersten Ollgonukleotids an einer Oberflache, bevorzugter Weise an einer festen Matrix, erlaubt. Bevorzugter 
Weise ist diese Modifikation so ausgebildet, dass eine Abspaltung des an die Oberflache gebundenen Ollgonukleotids 
erfolgen kann. Zu diesem ersten Oligonukleotid wird ein erfindungsgemaBer Linker unter geeigneten Bedingungen 
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hinzugegeben, so dass eine Hybridisierung zwischen dem ersten Oligonukleotid und dem Linker erfolgt. Die Hybridl- 
sierung beruht auf der Komplementaritat von Tail A des Linkers mit dem einzelstrangigen Teil des Oligonukleotids. 
Durch die Hybridisierung wird ein Doppelstrang gebildet, der die vollstandige Erkennungssequenz des besagten Re- 
striktionsenzym6 vom Typ IIS enthaft. Die Mengenverhaitnisse zwischen dem ersten Oligonukleotid und dem Linker 
werden entsprechend den Erfordernissen einer effizienten Ligation ausgestaltet, wobei typischer Weise vorgesehen 
1st, dass der vergleichsweise kleinere Linker im Gberschuss zum ersten Oligonukleotid hinzugegeben wlrd. 
[0071] Als ndchster Schritt kann nach Behandlung mit einer Kinase der S'-uberhangende Teil des ersten Oligonu- 
kleotides aufgefullt und somit glattendig gemacht werden. Bevorzugter Welse wird vor dem AuffGllen, typischer Weise 
unter Verwendung des Klenow-Fragmentes der T4 DNA-Polymerase, der Gberschuss des Linkers entfemt. Diese 
Entfernung kann in dem Fall, dass das erste Oligonukleotid an einer festen Matrix immobilisiert ist, durch entsprechende 
Waschschritte erfolgen. Alternativ kann vorgesehen seln, dass eine Auftrennung derverschledenen Molekiile, insbe- 
sondere eine Abtrennung des Linkers fQr den Fall, dass das erste Oligonukleotid nicht Immobilisiert ist, mittels geelg- 
neter Trenntechniken, wie beispielsweise Gelelektrophorese oder GeJfiftration, erfolgen. Neben der bevorzugter Welse 
erfolgenden Entfernung des nicht ilglerten Oberschusses an Llnkem werden entweder gleichzeitig oder In verschie- 
denen Schritten auch die weiteren Komponenten des Reaktionsansatzes, d. h. Kinase, Klenow-Fragment und die bei 
der Auffiillung nicht umgesetzten Nukleosid-triphosphate entfemt. 

[0072] Parallel dazu oder im Nachgang dazu wird anschlieBend ein Oligonukleotid der zweiten Kiasse, hierin auch 
als zweites Oligonukleotid bezelchnet, bereitgestellt, wobei sich dieses Oligonukleotid bzw. die Kiasse dadurch aus- 
zeichnet, dass sie vol istandig oder teilweise die Erkennungssequenz eines von der Kiasse 1 unterschiedlichen Re- 
striktions-enzyms vom Typ IIS bzw. die komplementfire Sequenz hierzu umfassen und diese nun mit einem entspre- 
chenden Linker umgesetzt wird, dessen Teil A zu dem einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids komplementar 
ist, und nach Ligation und Auffiiilen am Ende auch hier ein glattendiges Oligonukleotid vorhanden Ist. Auch das zweite 
Oligonukleotid kann, nun versehen mit dem Linker und entsprechend aufgefullt, an einer Oberflache immobilisiert 
vorliegen. 

[0073] In einem nachsten Schritt werden die glattendigen Oligonukleotide miteinander in Kontakt gebracht, wobei 
bevorzugter Weise entwederdas erste Oligonukleotid oder das zweite Oligonukleotid an einer Oberflache Immobilisiert 
vorliegen. Es Ist jedoch auch im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens, dass beide glattendigen Oligonukleotide 
in Losung vorliegen. Die beiden glattendigen Oligonukleotide, welche gegenuber den jeweiiigen Ausgangsoligonu- 
kleotlden jeweils urn die LSnge des Llnkeruberhangs an ihrem 5*-Ende veriangert sind, werden unter Verwendung einer 
Ligaseaktivitat ligiert. Die nicht umgesetzten Molekule sowie die verwendeten Enzyme konnen nach den den Fach- 
leuten auf dem Gebiet bekannten Verfahren leicht entfernt werden, so beispielsweise fur den Fall, dass die gesamte 
Reaktion In Losung erfolgt ist, durch Gelelektrophorese, fur den Fail, dass eines der Oligonukleotide an einer Ober- 
flache immobilisiert vorliegt und somit auch das Ligationsprodukt, durch Waschen unter Verwendung geeigneter 
Waschlosungen. 

[0074] In einem weiteren Schritt wird unter Verwendung eines der beiden Restriktionsenzyme vom Typ HS ein Oli- 
gonukleotid vom Ligationsprodukt zwischen den beiden glattendigen, aufgefullten Ausgangsoligonukleotiden abge- 
trennt. Dieses unterscheidet sich gegenOberdem ursprunglich eingesetzten Oligonukleotid dadurch, dass dieses die 
variablen Nukleotide (Teil B) des zuvor ligierten Linkers enthait, ebenso wie die variablen Nukleotide des zweiten 
Linkers weicher mit dem zweiten Oligonukleotid verbunden wurde. 

[0075] Bel der Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens, bei dem wenigstens eines der Oligonukleotide 
an eine feste Phase immobilisiert Ist, schlieBt sich vor dem Schneideschritt durch das Restriktionsenzym vom Typ IIS 
noch der Schritt an, das aus dem glattendigen und aufgefGlltem ersten Oligonukleotid und dem glattendigen und auf- 
gefQIKen zweiten Oligonukleotid entstandene Ligationsprodukt von der Oberflache durch Spaltung der durch die in 
dem Oligonukleotid vorhandenen Modifikation ausgebildeten Verbindung zwischen dem Ligationsprodukt und der fe- 
sten Oberflache abgetrennt wlrd. 

[0076] Der erfindungsgemaBe Kit umfasst wenigstens eines der erfindungsgemaBen einzelstrangigen Nukleinsau- 
remolekule, d. h. Linker. Bevorzugter Weise umfasst ein derartiger Kit eine der erfindungsgemaBen Nukleinsaurebi- 
bliotheken, oder einen Teil davon. In einer Ausfuhrungsform umfasst der Kit dariiber hinaus noch geeignete Puffer, 
EnzymaktMtaten wie Ligasen, Topoisomerasen, S'-S'-Exonukleasen, Phosphatases Typ IIS-Restrlktionsendonuklea- 
sen, oder geeignete Oberfiachen. Bevorzugter Weise umfasst der Kit zwei verschiedene Restriktionsenzyme vom Typ 
(IS, die bevorzugter Weise Oberhange von der glelchen Lange erzeugen. Dabei kann vorgesehen sein, dass die Ober- 
fiachen bereits eines oder mehrere der standardisierten Oligonukleotide aufweisen. 

Ein derartiger Kit dient typischer Weise zur Herstellung einer Nuklelnsaure 

[0077] Der Begriff Nukleinsaure umfasst hierin bevorzugter Weise Desoxyribonukieinsaure. 

[0078] Die vorliegende Erfindung wird nun anhand der folgenden Figuren und Belspiele weiter erlautert, aus denen 

sich weitere Merkmale, Ausfuhrungsformen und Vorteile der Erfindung argeben. Dabei zeigt b2w. zeigen 
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Fig. 1 den Ablaut des erflndungsgemaBen Verfahrens; 

Figs. 2 und 3 die Erzeugung einer Bibiiothek von Splinker-Molekulen mit elnem Uberhang von drei Nukleotiden; 
Figs. 4 und 5 ein Verfahren zum Aufbau elner Bibiiothek, welche den Ubergang von Splinker- bzw. Anchor-Mo- 

lekDIen mit einem drei Nukieotide langen Uberhang zu solchen mit einem vier Nukieotide langen 
s Uberhang eriauben; 

Figs. 6 bis 8 eine Ausfflhrungsfbrm des Sloning- Verfahrens unter Verwendung von Anchor- und Splinker-Mole- 

kiilen mit einem drei Nukieotide iangen Oberhang; 
Figs. 9 bis 1 4 die wesentlichen Schritte des erf indungsgemSBen Verfahrens zur simultanen Herstellung verschie- 

dener Genvarianten unter Anwendung des Sioning- Verfahrens; 
10 Figs. 15 bis 1 7 die verschiedenen Schritte bei der Entfernung von nicht gespaltenen Fehlsequenzen; 

Figs. 18 bis 20 die verschiedenen Schritte bei der Gensynthese in L6sung t bei der es sich urn eine weitere Aus- 

fOhrungsform des Sloning Verfahrens handelt; 
Figs. 21 und 22 die wesentlichen Schritte bei der Synthese von DNAFragmenten mit interner Methyllerung gemSB 

dervoriiegenden Erfindung; und 
is Fig. 23 das Verfahren der (Zwlschen)- Produktamplifikation, wie es im Rahmen von verschiedenen Schrit- 

ten des Sioning- Verfahrens durchgefuhrt werden kann. 

[0079] Fig. 1 zeigtden Ablauf des erf indungsgemaBen Verfahrens, bei demzurVerringerung der GroBe der Bibiiothek 
aus Anchor- und Splinker-Molekulen ein elnzelstr&ngiges Linker-Molekul verwendet wird. Dabei wird in einem ersten 

20 Schritt ein Oligonukleotid 1 bereitgestellt, das auch als generischer Splinker Oder Master Splinker bezeichnet wird und 
einen einzelstrangigen Bereich umfassend runf Nukieotide sowie einen doppelstrangigen Bereich umfassend sieben 
Nukieotide sowie eine Schleife bestehend aus vier Nukleotiden umfasst. Die Schleife trfigt eine Modifikation X, welche 
geeignet 1st, Oligonukleotid 1 an eine feste Oberflache zu binden. Bevorzugter Weise handeft es sich dabei urn eine 
reversible Bindung. Das Oligonukleotid 1 weist ein uberstehendss 3'-OH-Ende auf. Das 5'-Ende wird chemisch Oder 

25 enzymatisch phosphoryliert. 

[0080] In einem zweiten Schritt wird Oligonukleotid 2 bereitgestellt, welches hierln auch als generischer Anchor oder 
Master anchor bezeichnet wird. Auch Oligonukleotid 2 besteht aus einem einzelstntngigen Bereich umfassend fOnf 
Nukieotide, einem doppelstrangigen Bereich umfassend sechs Nukieotide sowie einer Schleife umfassend vier Nu- 
kieotide. Die Schleife tragt eine Blotlnylierung, die eine Bindung des Oligonukleotides 2 an eine Oberflache eriaubt. 

30 Ahnlich wie Oligonukleotid 1 stent das 3'-OH-Ende urn fCinf Nukieotide Qber und das 5*-Ende ist chemisch oder enzy- 
matisch phosphoryliert. Das Qberstehende 3'-OH-Ende von Oligonukleotid 1 stellt dabei die Erkennungssequenz von 
Restrlktionsenzym X dar. 

[0081 ] Sowohl Oligonukleotid 1 als auch Oligonukleotid 2 werden unabhfinglg voneinander an einen f esten Trfiger, 
im Fall von blotlnyllerten Oligonukleotlden an Streptavidln-beschlchtete Beads oder Mikrotiterplatten nach den Her- 

35 stellerangaben gebunden. Zu den Immobiiisierten Oligonukieotiden 1 und 2 wird sodann jeweils ein Linker hinzuge- 
geben. Im vorliegenden Falle umfasst Teii A des Linkers die Sequenz CGAGA und entspricht damit dem Komplemen- 
tarstrang der letzten 4 Nukieotide der Typ lis Restriktionsenzyme Eco31 1 und Esp3l und hybridisiert mit dem entspre- 
chenden Elnzelstrang des Oligonukleotids 1. AnschlieBend erfolgt eine Ligation unter Verwendung einer Ligase-Akti- 
vitat und es kommt zur Ausbildung der vollstandigen Erkennungssequenz von Restriktionsenzym Eco31l. Gleiches 

40 erfolgt an dem ebenfalls an einer OberflSche immobiiisierten Oligonukleotid 2. Nach Ligation des Linkers an Oligonu- 
kleotid 1 bzw. Oligonukleotid 2 stent Teil B des Linkers in beiden Fallen uber und definiert den Bereich bzw. die Nu- 
kleinsauresequenz, der bzw. die im Rahmen der Synthese aufgebaut werden soli. Dieses Qberstehende Ende wird 
nach Kinasebehandlung und Klenow-Polymerasebehandlung mittels entsprechender Nukleosldtriphosphate spezl- 
fisch aufgefullt, so class am Ende ein aufgefOlltes Oligonukleotid (1) bzw. Oligonukleotid (2) an der OberflSche immo- 

45 billsiert Ist. In Abhanglgkeit von der zu synthetislerenden Nukleinsflure werden dabei jene Linker gewahlt, deren Teil 
B die gewunschte Sequenz aufweist. In dem in Fig. 1 dargestellten Verfahren wurde durch geeignete Wahl des Re- 
strlktionsenzympaares gewahrleistet, dass sowohl fur das Verlangern bzw. Auffullen von Oligonukleotid 1 als auch von 
Oligonukleotid 2 die glelcheLinker-Bibllothek verwendet werden kann. Dies wurde dadurch moglich, dass die Sequenz 
des Oligonukleotides 1 bzw. Oligonukleotides 2 am Ubergang zwlschen dem Oligonukleotid und dem Linker so aus- 

50 gestaltet wurde, dass nach Ligation die fur die beiden Restriktionsenzyme unterschiedlichen Erkennungssequenzen 
ausgebiidet wurden. 

[0082] Als nachster Schritt kann die Entfernung von Oligonukleotid 1 und/oder Oligonukleotid 2 von der Oberflache 
erfolgen. AnschlleBend kommt es zur Ligation der beiden aufgefullten Oligonukleotide 1 und 2. In einem weiteren 
Reaktionsschrltt wird sodann das Ugatlonsproduktmit einem der beiden Restriktionsenzyme vom Typ IIS, im vorlle- 
55 genden Fall mit Esp3l, gespalten. Auf diese Weise kfinnen komplette Spllnkerollgonukleotide mit samtlichen 65536 
moglichen Oktamerendsequenzen erzeugt werden. 

[0083] Die Figuren 2 und 3 zeigen die Erzeugung elner Bibiiothek von Splinker-Molekulen mit einem Uberhang von 
drei Nukleotiden. Wie hierin offenbart und aus den vorstehend genannten Aspokten offensichtlich, werden beispiels- 
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welse be! der Erzeugung von Genvarianten und insbesondere von Genvarianten, die codierende Nukleinsauren be- 
treffen, bevorzugter Welse Anchor* und Splinker-Molekule verwendet mit einem Uberhang von drei Nukleotiden. In- 
soweit ist es eln Aspekt der Erfindung, ein Verfahren bereitzustellen zur Erzeugung einer Bibliothek von Splinker- 
Molekulen bzw. Anchor-Molekulen mit elnem Uberhang von drel Nukleotiden. Beispielhaft fur die Erzeugung von der- 

s artlgen Molekulen Ist In den Flguren 2 und 3 die Erzeugung elner Bibliothek mit Splinker-Molekulen mit einem Gberhang 
von drei Nukleotiden dargestellt. Im Zusammenhang mit der Beschreibung der Flguren 2 und 3 bezelchnet dabei der 
Begriff des Anchors oder Anchor-Molekuls ein Oiigonukleotid gem§3 aa) bzw. ba) des Sloning-Verfahres bzw. der 
Begriff des Spiinkers oder Splinker-Molekuls eln Oiigonukleotid gemaB ab) bzw. bb) des Sioning-Verfahrens. 
[0084] Der Aufbau der Bibliothek beginnt dabei ausgehend von einem Anchor-MolekOI, welches eine Modifizierung 

io tragt, welche eine Kopplung an eine teste Matrix eriaubt, sowie eines Splinker-Molekuls, welches ebenfalls eine Mo- 
difizierung tragt, die eine Kopplung an einefeste Matrix eriaubt, wobei diese Splinker-Modlfizierung bevorzugter Weise 
spaltbar ist. Zu einem Anchor-Molekul, genauer dem generischen Anchormolekul (ist fur alle zu synthetisierenden 
Splinker bzw. Anchor Oligonukleotide gieich) wird ein einzelstrangiges Nukleinsauremolekul, hierin auch a!s Linker 
bezelchnet, hlnzugegeben, welches Im vorllegenden Falle aus elnem Nonamer besteht, umfassend elnen Teil B und 

is elnen Tell A. Der Teil A Ist dabei komplementdr zu dem S'-Gberhang des Anchor-MolekOls. Der Teil B umfasst drel 
Nukleotide, die eine beliebige Sequenz umfaseen. In gleicher Weise wird einem bevorzugter Weisegenerischen Splin- 
ker-MolekOI ein elnzelstrflngiges Nukleinsauremolekul vorgegan gen, d.h. es wird ein Linker, zugegeben, der ebenfalls 
aus einem Teil A und Teil B besteht, wobel die Telle A und B prinzipiell genauso ausgebildet sind wie im Falle des zu 
dem Anchor-Molekul hinzugegebenen Linkers. Mit Blickdarauf, dass an jeder der drei, In Fig. 16(A) mit N bezeichneten 

20 Posltionen eines der vier Nukleotide stehen kann, kann mittels 64 verschiedener einzelstrangiger Linker der gesamte 
Sequenzraum, d.h. alle moglichen Molekule, die sich in diesen drei Nukleotidpositionen unterscheiden konnen, abge- 
bildet werden. Bevorzugter Weise Ist die Lange des Tells A des Linkers sechs Nukleotide, wobei jedoch auch Linker 
mit groBeren und klelneren Lfingen von Teil A im Schutzumfang enthalten sind. 

[0085] Durch Hybridisieren des Anchor-Molekuls bzw. des Splinker-Molekuls mit jeweils elnem der insgesamt 64 

25 Unkern, k6nnen sodann Insgesamt 64 verschiedene Anchor-Molekule bzw. Splinker-Molekule erzeugt werden, die 
sich Jeweils Im Teil B unterscheiden. Teil A des Linkers ist dabei typischer Weise komplementflr zur Erkennungsse- 
quenz, oder eines Tails davon, Anchor- bzw. des Splinker-spezifischen Restriktionsenzyms oder der dazu komplemen- 
taren Sequenz. Die uberhfingenden Enden der mit dem Linker aufgefultten Anchor bzw. Splinker-Molekulen wird so- 
dann durch eine Polymerase, belspielswelse durch Klenow Polymerase aufgefQIlt und somit Anchor-Molekule und 

30 Splinker-Molekule mit glatten Enden erzeugt. 

[0086] Bevorzugter Weise ist das Anchor-MolekOI ebenso wle das Spllnker-MolekQI an eine Oberflache oder eine 
feste Matrix gekoppelt. Die Modification des Splinker-Molekuls kann bevorzugter Weise unter milden Bedingungen 
gespalten werden, so dass der aufgefullte Splinker von der Oberflache gelost und einem Ligationsansatz mit einem 
geeigneten glattendlgen Anchor-MolekOI hinzugefugt werden kann. 

35 [0087] In einem nachsten Schritt wird sodann das Ligationsprodukt aus Schritt (C) mit einer Anchor-spezrfischen 
Restriktionsendonuklease vom Typ IIS gespalten, wodurch Splinker-Molekule mit elnem drei Nukleotid langen Uber- 
hang entstehen. In gleicher Weise kann prinzipiell die Spaltung mittels Splinker-spezifischer Restrlktlonsnukleasen 
erfolgen. Durch diesen Prozess kann ausgehend von insgesamt 64 verschledenen einzelstr&nglgen Linkem, die sich 
in drei aufeinanderfolgenden Nukleotiden unterscheiden, Insgesamt 4.096 verschiedene doppelstrangige Splinker- 

40 Molekule erzeugt werden, die sodann als Ausgangsbibliothek fur ein Slonlng-Verfahren in der beschriebenen Verfah- 
rensweise verwendet werden konnen. 

[0088] Beim erflndungsgemftBen Aufbau von Genfragmenten aus Anchor- und Spllnkermolekulen mit elnem Uber- 
hang von drel Nukleotiden Ist es erforderllch, Anchor-Molekule bzw. Splinker-MolekQIe bereitzustellen, die zwar elnen 
drei Nukleotid lagen Gberhang aufweisen, jedoch die Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS tra- 

<5 gen, das Uberhfinge mit einer Lange von ein, zwei, vier, funf oder mehr Nukleotiden erzeugt. Dies ist notwendig, well 
fOr die Durchf tihrung des Sioning-Verfahrens Immer mindestens zwei Restriktlonsenzyme vom Typ I IS mit unterscheld- 
baren Erkennungssequenzen verwendet werden mussen, die darOber hinaus OberhSnge der gleichen Lange erzeu- 
gen. Zum gegenwSrtlgen Zeftpunkt sind jedoch an Restriktionsenzymen vom Typ US, welche elnen drel Nukleotid 
langen Gberhang erzeugen, nur Isoschizomere bekannt, die die gleichen Sequenzen erkennen. . Eines dieser Restrik- 

50 tlonsenzyme ist Sapl. Vor dem Ubergang in die Transpositionsphase (d.h. der Verknupfung der parallel synthetisierten 
Teilfragmente, die Ja jeweils paarwelse mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten werden mussen) 1st es 
bei Verwendung einer Bibliothek von Spllnkern mit elnem 3 Nukleotide langen Uberhang also zunachst notwendig, 
Fragmente mit einem gieich langen Uberhang (z.B. bestehend aus 4 Nukleotiden) zu schaffen. 
[0089] Die Figs. 4 und 5 zeigen ein Verfahren zum Aufbau einer Bibliothek, weiche den Ubergang von Splinker- bzw. 

55 Anchor-MolekOlen mit einem drei Nukleotide langen Gberhang zu solchen mit einem vier Nukleotide langen Uberhang 
ertauben. Dabei wird grundsatzlich ahnlich vorgegangen, wle bei dem vorstehend beschriebenen Verfahren zum Auf- 
bau elner Bibliothek aus Splinker- bzw. Anchor-Molekulen mit einem drel Nukleotid langen Uberhang. Derwesentliche 
Untorschled basteht in dar Auagestaltung des Llnker-Molekuls, welches, wie in (A) dargestellt, Im vorllegenden Fall 
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eine Lange von zwel Nukleotiden aufweist. Insowelt relchen 32 elnzelstranglge Linker-Moiekflle aus, 16 Anchor-spe- 
zifische sowie 1 6 Splinker-spezifische, um eine vollstandige Bibliothek, d.h. eine Bibliothek, die alia mogliche Sequen- 
zen beinhaltet, bei denen sich die beiden letzten 5'-terminaien Positlonen unterscheiden, aufzubauen. In Schrftt (D) 
wirdsodann mitder Anchor-spezifischen Restriktionsendonukiease geschnitten, im vorliegenden FalleSapl, waseinen 

5 drei Nukleotld langen Oberhang erzeugt. Mit diesem Verfahren konnen sodann die insgesamt 256 verschiedenen 
doppelstrangigen Molekule erzeugt werden, die bei ihrer Verwendung den Ubergang von Spllnker- und Anchor-Mole- 
kulen mit einem drei Nukleotide langen Oberhang zu solchen mit einem vier Nukleotide langen Oberhang eriauben 
und daher auch als Splinker-Adaptoren bezeichnet werden. 

[0090] Auf der Grundlage der beiden vorstehend beschriebenen Bibliotheken und den Verfahren zu deren Herstel- 
10 lung kann sodann ein Aufbau von Genfragmenten aus Anchor- und Splinker-Molekulen mit einem drei Nukleotide 
langen Oberhang erfolgen. Das entsprechende Verfahren ist In den Flguren 6 bis 8 dargestellt. Im Zusammenhang 
mit der Beschrelbung der Figuren bezeichnet der Begrlff des Anchors oder Anchor-MolekOls ein Ollgonukleotid gemaB 

aa) bzw. ba) des Sloning-Verfahres bzw. der Begriff des Spllnkers oder Splinker-Molekuls ein Oiigonukleotid gemaB 

ab) bzw. bb) des Sloning-Verfahrens. 

is [0091] Geht man von der in (A) dargestellten zu synthetislerenden Sequenz aus (hlerin auch als Zlelsequenz be- 
zeichnet), kann diese Im vorliegenden Fall in die Teile A und B gegliedert werden. DerTeil A besteht ebenso wie der 
Tell B aus 9 Nukleotiden, die jeweils in drei Gruppen zu je drei Nukleotiden eingeteilt sind. Entsprechend kann ausge- 
hend von einem an eine feste Matrix gekoppetten Anchor dutch Ligation eines ersten Splinker-Molekuls die erste 
Dreiergruppe der Nukleotide auf das Anchor-MolekOI ubertragen werden. Durch Spaltung des Ligationsproduktes in 

20 Schritt (B) mlttels des drei Nukleotide lange Uberh&nge erzeugenden Restriktionsenzyms vom Typ lis (Sapl) wind ein 
weiterer drei Nukleotide langer Oberhang erzeugt, an den im Schritt (C) ein zweites Spllnker-Molekul iigiert wird, wel- 
ches anschlieBend durch Spaitung mitdem Splinker-spezifischen Restriktionsenzym abgetrennt wird. In gleicher Weise 
wird mit einem dritten Splinker-MolekOI verfahren, wobei sodann das Llgatlonsprodukt gemfiB (D) erhalten wird. In 
Schritt (E) wird nach Spaltung des Ligationsproduktes aus (D) nun ein Splinker-Adapter verwendet, der den Obergang 

6 von einem Oberhang aus drei Nukleotiden zu einem Oberhang aus vier Nukleotiden eriaubt. Wird nach Ligation dieses 
hlerin auch als Adapter-Sp linkers oder 3o4- Adapter-Linker bezeichneten Splinker-Molekuls mit dem Splinker-spezi- 
fischen Restriktionsenzyms gespalten, im vorliegenden Falle mit Eco31 1, wird nun nicht mehr ein drei Nukleotide langer 
Oberhang erzeugt, sondem ein vier Nukleotide langer Oberhang und damlt die Voraussetzungen fOr eine Transposition 
im Rahmen des Sloning-Verfahrens geschaffen, bei der zwei aufeinander abgestimmte Restriktlonsenzyme vom Typ 

so | is verwendet werden , 

[0092] In den Schritten (B) bis (E) von Fig. 7 wird prinzlplell genauso vorgegangen, wie bei den Schritten (B) bis (E) 
von Fig. 6, wobei hier jedoch der in Schritt (B) verwendete Splinker einen 3 Nukleotld langen Oberhang aufweist, der 
dem ersten Triplett von Tell (B) der Zlelsequenz entspricht. Nachdem das dritte Triplett von Teil B durch einen entspre- 
chendes Splinker-MolekO! an das veriangerte Anchor-Molekul Iigiert wurde, wird nochmals mit Sapl geschnitten und 

35 sodann ein weiteres Spllnker-Molekul verwendet, welches das erste Triplett von Teil C der Zielsequenz umfasst. Um 
auch hier die Voraussetzung fur eine Transposition zu schaffen, wird sodann mit dem Anchor-spezifischen Restrikti- 
onsenzym vom Typ IIS, im vorliegenden Faiie mit Esp3l, geschnitten und somit ein vier Nukleotide langer Oberhang 
erzeugt. Die Zielsequenz aus Tell A und Teil B, wie in (A) von Fig. B dargestellt, wird nun dadurch erzeugt, dass das 
Spaltprodukt, d. h. das Anchor-MolekOI mit einem vier Nukleotide langen Oberhang aus Figur 6 (F) mit dem einen vier 

40 Nukleotide langen Oberhang aufweisenden Spllnker-Molekul aus Schritt (F) von Fig. 7 Iigiert wird. 

[0093] Die Figs. 9 bis Fig. 14 zeigen die wesentlichen Schritte des erflndungsgemaBen Verfahrens zur simultanen 
Herstellung verschiedener Genvarianten unter Anwendung des Sloning-Verfahrens. Im Zusammenhang mit dieser 
weiteren Ausf iihrungsform des Sloning-Verfahrens ist anzumerken, dass hlerbei der wesentliche Punkt darin zu sehen 
ist, dass ein korrekt veriangertes Anchor-Molekul oder ein korrekt verlangertes Spllnker-Molekul auf mehrere Reakti- 

4* onsansatze, bevorzugter Weise In verschiedenen ReaktlonsgefftBen, aufgeteilt wird. Diese Aufteilung Ist insbesondere 
dann nicht unproblematisch, wenn die Modiflzierung der Anchor- bzw. Splinker-Molekule eine Kopplung an eine feste 
Matrix eriauben, die eine Freisetzung der besagten Molekule von derselben nicht eriauben, wie das beispielsweise 
bei der Verwendung nicht-spaltbarer Modlfizlerungen oder Modifizlerungen, diezu elnersehrstabilen Wechselwirkung 
zwlschen Nukleinsaure bzw. Modifikation und fester Matrix fiihrt, der Fall ist. 

so [0094] Wie In den Fig. 9 bis Fig. 1 4 dargestellt, Ist diese Ausf uhrungsform des Sioning-Verfahrens Im Wesentlichen 
durch die spezifische Ausgestaltung der Schritte aa) bis ag) bzw. ba) bis bg) gekennzeichnet. Im Zusammenhang mit 
der Beschreibung der Flguren 9 bis 1 4 bezeichnet der Begrlff "Anchor" oder "Anchor-Molekul" ein Ollgonukleotid gemaB 
aa) bzw. ba) des Sloning-Verfahres und der Begriff "Splinker" oder "Spllnker-Molekul" ein Oiigonukleotid gemfiG ab) 
bzw. bb) des Sloning-Verfahrens. 

55 [0095] Sofern frele Bindungsstellen derfesten Matrix blockiert wurden, kann an Stelle eines normalen (nicht modi- 
fizlerten) Splinker Oligonukleotids ein spezielles Splinker-Molekul an das veriangerte Anchor-Molekul Iigiert werden. 
Dieses spezielle Splinker-Molekul enthalt eine Modifikation, welche eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. (A). In 
einem ntichsten Schritt (B) erfolgt die Spaltung des so entstandenen Ligationsproduktes mit dem Anchor-spezifischen 
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Restriktionsenzym vom Typ IIS. In Folge dieser Spaltung wlrd eln veriangertes Splinker-Molekul freigesetzt, welches 
eine Modifizlerung tragt und in der Losung des Reaktionsansatzes enthalten ist. Dieser Reaktionsansatz, genauer 
gesagt derflusslge Oberstand davon, wlrd sodann in dem Umfang aiiquotiert, wie dies erwunscht ist, insbesondere In 
dem Umfang, wle verschiedene Genvarianten erzeugt werden solien. Sollen beispielsweise drei Genvarianten erzeugt 
5 werden, wie in den Figuren 9 bis 1 4 hlerin beisplelhaft veranschaullcht, erfolgt eine Aufteilung des flQssigen Uberstan- 
des in insgesamt drei Aliquots. 

[0096] Ein jedes Aliquot, das ein abgetrenntes, veriangertes Splinker-Molekul mit einer Modifizierung enthSIt, wird 
in ein eigenes ReaktionsgefaB uberfuhrt, wobei in Folge der Modifizierung das verlangerte Splinker-Molekiil an die 
feste Matrix gebunden wird (C). Die in Fig. 10 (C) mit Reaktion 1 , Reaktlon 2 und Reaktlon 3 bezeichneten Abbildungen 

io steilen die insgesamt drei hierin beispielhaft beschriebenen Reaktionsansatze dar. 

[0097] Zu einem jeden Reaktionsansatz wird sodann ein Anchor- Molekul hinzugegeben, welches in Folge der Kom- 
plementaritat der QberhSngenden Enden mit dem an die feste Matrix gekoppelten Splinker-MolekQI hybridisiert und 
anschlieBend unter Verwendung geelgneter Ligasen ligiert wird. Nachdem die Anchor-Molekule selbst wiederum eine 
Modifizierung tragen, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlauben, ist es erforderllch, dass vor Zugabe der Anchor- 

is MolekOle die Bindungsstellen fQr diese Matrix blocklert werden, so dass eine Kopplung der hlnzugegebenen Anchor- 
Molekule an die feste Matrix unterbleibt. Dieser Blockierungsschritt ist dann nlcht erforderlich, wenn die Modifizierung 
der Anchor-MoiekOle eine Kopplung an die feste Matrix in dem Reaktionsansatz, in dem das an eine feste Oberfache 
gekoppeite Splinker-MolekQI enthalten ist, nicht eriaubt. 

[0098] In einem nachsten Schritt wird sodann das Ligationsprodukt mit einer Splinker-spezifischen Restriktionsnu- 

20 klease vom Typ IIS gespalten (E). Nachdem in Schritt (D) in Fig. 1 0 der Anchor zwar eine Modifizierung tragt, jedoch . 
nicht an die feste Matrix koppeln kann, wird nach Spaltung des Ligationsproduktes der verlangerte Anchor im flussigen 
Qberstand des Reaktionsansatzes sein, wohingegen das Splinker-Molekiil in Folge der Kopplung uber die Modifizie- 
rung an die feste Matrix gebunden bleibt. Ein Jeder der Uberstande wird sodann in ein weiteres ReaktionsgefaB uber- 
fOhrt, wobei der darin enthaltene verlangerte Anchor in Folge seiner Modifizierung an die Oberflache gekoppelt wird (E). 

25 [0099] Zu dem solchermaBen immobilisierten Anchor-Mo lekul en werden zu einem jeden der entsprechenden Re- 
aktionsansatze unterschiedliche Splinker-Molekule hinzugegeben, wobei die Splinker-Molekule sich in einem variablen 
Bereich unterscheiden, dersich dem 5'-uberhangenden Ende anschlieBt. BevorzugterWeise weistdersich anschiie- 
Bende variable Bereich eine Lfinge von 1 bis 9 Nukleotide auf , wobei 3 Nukleotide bevorzugt sind, da damit ein Codon 
fur eine codlerende Sequenz speziflsch bereitgestellt werden kann. In dem in Fig. 11 (F) dargestellten drei Reaktlons- 

30 ansatzen unterscheiden sich die Splinker an den Positionen 4 bis 6 (AGA, CCG bzw. GTT). Wird nun in einem nachsten 
Reaktionsansatz das solchermaBen erhaltene Ligationsprodukt aus Schritt (F) mit einer Splinker-spezifischen Restrik- 
tionsendonuklease gespalten, entstehen In den Reaktlonsansatzen unterschiedlich verlangerte Anchor-Molekule. Im 
Reaktionsansatz 1 umfasst die Variante sodann TTT, im Reaktionsansatz 2 GGC und im Reaktionsansatz 3 CAA (G). 
in einem nachsten Schritt werden sodann unterschiedliche Linker-Molekule, deren Oberhang komplementarzum Uber- 

35 hang der immobilisierten Anchor-Molekule 1st, hinzugesetzt. In Folge der Variabilitat des Oberhangs des einzelnen 
Anchor-Molekuls im Reaktionsansatz sind somit einem Jeden Reaktionsansatz solche Splinker-Molekule hinzuzuge- 
ben, die eine entsprechend komplementare Sequenz aufweisen, so dass ein jeder Reaktionsansatz elnen anderen 
Linker erfordert (Fig. 7 (H)), BevorzugterWeise unterscheiden sich die verschiedenen Splinker-Molekule nur in diesem 
Bereich. AnschiieBend erfolgt eine weitere Spaltung des in Schritt (H) erhaltenen Ligationsproduktes mittels einer 

40 Splinker-spezifischen Restriktionsnukleoase (J). In einem nachsten Schritt erfolgt sodann eine Ligation eines weiteren 
Splinker-Molekuls, das komplementar ist zu dem jeweiligen Oberhang des veriangerten Anchor-Molekuis In einem 
jeden der drei Reaktionsansatze. Hier kann jewells der gleiche Linker verwendet werden, da die in Schritt (J) erzeugten 
Oberhange des veriangerten Anchor-MolekOls eine identische Sequenz aufweisen. Bei dem in Schritt (J) hinzugefugten 
Splinker-Molekiil kann es sich dabei urn ein solches handeln, welches den Obergang von einem, wie In den Figuren 

45 4 und 5 dargestellten, drei Nukleotide langen Oberhang zu einem vier Nukleotide langen Oberhang ermdglicht. Dieser 
Ubergang unter Verwendung des Oligonukleotids, welches einen drei Nukleotide langen Oberhang aufweist, dessen 
Erkennungsstellen fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS bei Schneiden des Oligonukleotides mit demselben zu einem 
vier Nukleotide langen Oberhang fiihrt, wird hlerin auch als Spllnker-Adapter bezeichnet. In der hierin speziell beschrie- 
benen AusfOhrungsform ist vorgesehen, dass dieser Splinker-Adapter eine Modifikation aufweist, die eine Kopplung 

so an die Oberflache einer festen Matrix eriaubt. In Abhangigkeit davon, ob das in Schritt (J) erhaltene Ligationsprodukt 
mit einem Splinker-spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS gespalten wird, werden die In Schritt (K) dargestellten 
veriangerten, an eine feste Matrix gekoppelten Anchor-Molekule In den verschiedenen Ansatzen erhalten werden, 
oder, bei Verwendung eines Anchor-spezifischen Restriktionsenzyms vom IIS die In (L) dargestellten veriangerten 
Splinker-Molekule. Im ersteren Falle sind die Genvarianten auf der Anchor-Selte angeordnet, im zweiten Falle auf der 

55 Splinker-Seite. Die Ausgestaltung des Splinker-MolekOls mit einer Modifizierung liefert die Voraussetzung, dass das 
solchermaBen verlangerte Splinker-Molekul als Anchor-Molekul in einem Transpositionsschrittdes Sloning-Verfahrens 
verwendet werden kann. 

[010O] Obgleich anhand der Figuren 9 bis 14 lediglich die einmalige Einfuhrung einer Genvariante beschrieben wor- 
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den 1st, 1st es im Rahmen der vorilegenden Offenbarung, dass dieses mehrfach vorgenommen werden kann. Um nicht 
unnotig lange Splinker- bzw. Anchor-MolekOle zu erhalten und somit den Vorteil der Parallelsynthese, d.h. Durchfuh- 
rung von Transpositionen, aufzugeben, wlrd typischer Weise weniger als zehnmal, bevorzugter Weise weniger als 
funfmal der Einbau einer Genvariante, wle vorstehend beschrieben, erfolgen. 

5 [0101] Die Figs. 15 bis 17zeigen die verschiedenen Schritte bei der Entfernung von nicht gespaltenen Fehlsequen- 
zen gemaB der vorilegenden Erf Indung. Im Zusammenhang mlt der Beschreibung der Figuren 1 bis 3 bezeichnet der 
Begriff des Anchors oder Anchor-MolekQIs ein Oligonukleotid gemaB aa) bzw. ba) des Slonlng-Verfahres und der 
Begriff des Splinkers oder Spiinker-MolekOls ein Oligonukleotid gemaB ab) bzw. bb) des Slonlng-Verfahrens. 
[0102] Wie bei den hierin insgesamt offenbarten weiteren Ausfuhrungsformen des als Sloning-Verfahren bezelch- 

10 neten Verfahrens zur Herstellung von NukleinsfiuremolekOIen durch Parallelsynthese, kann das NukleinsauremolekGI, 
welches durch die Schritte aa) bis ag) hergestellt wlrd, mit dem Oligonukleotid, welches gemaB der Schritte ba) bis 
bg) hergestellt wird, mltelnander verknOpft werden. Dlese VerknGpfung wlrd hlertn auch als Transposition bezeichnet. 
[0103] Bei derDurchfOhrung des Sloning-Verfahrens kann die Situation auftreten, dassim Rahmen der sequenzlellen 
Addition von Spllnker-MolekGlen aus der Bibllothek, die hierin auch als Aufbausynthese bezeichnet wird, fehlerhafte 

15 Zwlschenprodukte dergestalt entstehen, dass (belsplelswelse durch unvollstandiges Schneiden des fur des Splinker- 
MolekQI spezifischen Typ IIS Restriktionsenzyms) In dem Reaktionsansatz sowohl korrekt verlangerte, als auch un- 
vollstandig verlangerte Anchor-bzw. Splinker-Molekule vorhanden sind. Das Vorhandensein derartiger unvollstandig 
verlangerter Molekule wurde bei deren Verwendung als ein Element in der Transposition zu einer fehlerhaften Sequenz 
fuhren. Aus diesem Grunde besteht der Bedarf, das Sloning-Verfahren so auszubilden, dass sicher gestelit wird, dass 

20 nur korrekte Sequenzen, insbesondere auf der Ebene der Anchor-Molekule, in der Transpositionphase, d. h. der par- 
alielen VerknOpfung der aufgebauten Genfragmente, verwendet werden. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung er- 
foigt dies dadurch, dass vor der letzten Ligation des Anchor-Molekuls mit einem Splinker, d.h. bevor das daraus er- 
haltene Ligationsprodukt transponiert wird, ein modifiziertes Splinker-MolekQI verwendet wird, wobel die Modification 
darin besteht, dass der Splinker, grundsatziich vergleichbar dem Anchor-Moiekul, eine Modifizierung tragt, die eine 

25 Kopplung an eine teste Matrix eriaubt. Da es nicht mdglich ist, MolekGlen des Reaktionsansatzes, die im vorherigen 
Schritt nicht mlt dem Splinker-speziflschen Restriktlonsenzym vom Typ IIS gespalten wurden, ein derartiges modifi- 
ziertes Splinker-MolekQI anzuligieren, 6ind nur die Ligationsprodukte des korrekt verlangerten Anchors mit dem jeweils 
letzten (modiflzlerten) Splinker-MolekQI mit einer Modifizierung versehen. Die unvollstandig verlangerten Anchor-Mo- 
lekule weisen als das Produkt aus einer vorherigen Ligation die darin verwendeten Splinker-MolekQIe auf, die keine 

30 derartige Modifizierung tragen (siehe Fig. 1 (A)). 

[0104] In einem weiteren Schritt (B) erfolgt die Spaltung der In dem Reaktionsansatz vorhandenen verlangerten 
Anchor-Molekule mit dem Anchor-spezifischen Restriktlonsenzym vom Typ IIS. Die nicht an die feste Matrix gekop- 
pelten Spaltprodukte sind zum einen korrekt verlangerte Splinker-MolekQIe, die eine Markierung tragen sowie inkom- 
plettveriangerteSplinker-MolekOle, die keine Markierung tragen. (B). DiesolchermaBen erhaltenen verlangerten Splin- 

35 ker-Molekule werden bevorzugter Weise in einen neuen Reaktionsansatz bzw. neues ReaktionsgefaB uberfuhrt. Die- 
ses GefaB welst eine Oberfiache als feste Matrix auf, welche eine Kopplung mlttels der an dem korrekt verlangerten 
Splinker-MolekQI vorhandenen Modifizierung eriaubt Dadurch kommt es zu einer Immobilisierung der korrekt verlan- 
gerten Splinker-MolekQIe, wohingegen die nicht korrekt verlangerten Splinker-MolekQIe, denen die eine Kopplung an 
die feste Matrix erlaubende Modifizierung fehtt, nicht an die feste Matrix binden. Durch einen oder mehrere Wasch- 

40 schritte werden die nicht korrekt verlangerten Splinker-Molekule aus dem Reaktionsansatz entfernt. An der Matrix 
gebunden verbleibt das korrekt verlangerte Splinker-MolekQI, das bei Verwendung von spaltbaren Modifikationen von 
dieser festen Matrix wleder entfernt werden kann und sodann mit dem ursprunglich verwendeten Anchor-MolekQI iigiert 
werden kann (C) wobel die Sequenz des AnchormolekGIs Identisch 1st mlt der Sequenz des ursprunglich verwendeten 
Anchormolekuls. 

45 [0105] Altemativ und f Or den Fall, dass die Modiflkatlon keine Abspaltung des korrekt verlangerten Spiinker-MolekOls 
eriaubt, kann zu dem Reaktionsansatz, der lediglich das immoblll6lerte, korrekt verlangerte Splinker-MolekQI enthait, 
ein Anchor-Moiekul hinzugegeben werden, welches zwar eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste 
Matrix eriaubt, jedoch in diesem Falle nicht an einer Oberfiache gebunden wlrd. Die Blndung des eine Modifizierung 
tragenden Anchor-MolekQIs an die Oberfiache kann zum einen dadurch verhindert werden, dass der Anchor eine 

so andere Modifizierung aufweist als die, die fur die Kopplung des korrekt verlangerten Splinker-Molekuls an die Ober- 
fiache verwendet wlrd. In dem Fall identlscher Modifizlerungen kdnnen vor Zugabe des Anchor-Molekuls die frelen 
Blndungsstellen der Matrix durch Zugabe des die Modifizierung vermittelnden Molekuls abgesattigt oder blockiert wer- 
den. Dies kann bei Verwendung des Biotin-Streptavidin-Systems beispielsweise durch Zugabe von I6slichem Biotin 
erfolgen. Dadurch blndet das Anchor-MolekQIs an das an die feste Matrix gekoppelte, korrekt verlangerte Spllnker- 

55 MolekQI in Folge Hybridisierung bzw. Basenpaarung der Qberstehenden Enden, der sich eine Ligation unter Verwen- 
dung geelgneter Ligasen anschlieBt (D). 

[0106] Das solchermaBen erhaltene Ligationsprodukt wlrd sodann mlt einem Splinker-speziflschen Restriktlonsen- 
zym vom Typ IIS gespaltan. Das dadurch erhaltene, im Uberstand des ReaktionsgefaBes enthaltene Spaltprodukt wird 
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in ein neues ReaktionsgefaB uberfuhrt, wobei hier das korrekt verlangerte Anchor-Molekul zuerst in Losung voriiegt, 
aber in Folge dereine Kopplung an eine feste Matrix erlaubenden Modifizlerung an die teste Matrix des neuen Reak- 
tionsgefaBes immobilisiert (E). 

[0107] In einem nachsten Schritt wird dem korrekt vertangerten, an die feste Matrix gekoppelten Anchor-Molekul ein 

5 geeignetes Splinker-Molekul hinzugegeben. Auf Grund derjeweils komplementaren uberhangenden Enden des korrekt 
vertangerten Anchor-Mole kOls und des Splinker-MolekOls kdnnen dlese miteinander hybrfdisieren. Das solchermaBen 
. erhaltene Anlagerungsprodukt kann sodann mittels einer Ligaseaktfvitat figiert werden (F). 
[0108] In einem letzten Schritt (H) wird das solchermaBen erhaltene Ligationsprodukt mit einem Anchor-spezif ischen 
Restriktionsenzym vom Typ IIS gespalten und ein korrekt veriangertes Spllnker-MolekQI in Lflsung erhalten, welche 

w sodann Gegenstand einer Transposition sein kann/kdnnen. 

[0109] Zusammenfassend lasst slch feststellen, dass mittels dleser spezifischen Verfahrungsfuhrung gew§hiieistet 
wird, dass starende, d. h. in Ihrer Sequenz nlcht korrekte Oligonukleotide, aus dem Reaktionsansatz entfernt werden 
konnen. Die Notwendigkeitder Entfemung nicht korrekt verifingerter Oligonukleotide ist maBgeblich fur eine besonders 
gute Ausbeute und Korrekthelt des zu synthetlsierenden Oiigonukleotids, welches im Rahmen des Sloning-Verfahrens 

15 als Anchor- oder Splinker-Molektil verwendet wird. 

[0110] Prinzipiell kann dieses Verfahren auch nach jedem Syntheseschritt angewandt werden. In diesem Fall findet 
die eigentliche Gensynthese dann In Lfisung statt Inkorrekte Zwlschenprodukte werden hingegen durch die Bindung 
an eine geeignete Festphase aus dem Reaktionsansatz entfernt. Fig. 18 bis 20 zeigen die verschiedenen Schritte 
einer solchen Gensynthese In Ldsung, bei der es sich um eine weitere Ausfuhrungsform des Sloning-Verfahrens han- 

20 delt. 

[01 1 1 ] In Schritt (A) wird hierbei ein Anchor-Molekul, das in diesem Fade keine Modif izierung tragt, die eine Kopplung 
an eine feste Phase erfauben wurde, mit einem Splinker-Molekul ligiert. In diesem Fall trfigt das Splinker-Molekul eine 
Modifizlerung, die an eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. Diese Reaktlon erfolgt in Ldsung, d. h. weder das 
hinzugesetzte Splinker-Molekul, noch das Ligationsprodukt aus dem Anchor-Molekul und dem Splinker-Molekul ist 
25 zunachst an eine Festphase gebunden (A). Auf diese Weise wird eine permanente Selektion auf korrekt verlangerte 
und geschnittene Zwischenprodukte erreicht. Ein weiterer Vorteil dieser Vorgehenswelse liegt darin begrClndet, dass 
sowohl Ligations- wie auch Restriktlonsreaktionen in Ldsung in der Regel mit einer hoheren Effizienz ablaufen als an 
der Festphase. 

[01 1 2] Nach erfolgter In aktivierung der Ligase wird mittels der Splinker-spezlf ischen Restriktionsendonuklease vom 

30 Typ IIS gespalten. In der Folge liegen im Reaktionsansatz ein veriangertes Anchor-Molekul sowie das Splinker-Molekul 
wiederum in L6sung vor. Die solchermaBen erhaftenen Spaltprodukte werden sodann In ein neues ReaktionsgefaB 
ubergefOhrt, In dem in Folge des Vorhandenselns einer Modifizlerung am Splinker-Molekul (im vorllegenden Falle ein 
Blotin) dieses an die feste Matrix bindet. Neben dem gespaltenen Splinker-Molekul sind in dem Reaktionsansatz des 
weiteren nlcht geschnittene Ugationsprodukte aus Schritt (A) sowie nicht liglerte Splinker-M olekQIe enthatten. Alle drei 

35 Splinker-Motekul-Derivate binden an die feste Phase, nicht jedoch das aus Schritt (B) erhaltene verlangerte Anchor- 
Molekul, das welter in Ldsung voriiegt (C). Der Uberstand aus Schritt (C), d. h. das verlangerte Anchor-Molekul wird 
sodann in ein neues ReaktionsgefaB Oberfuhrt und dort mit einem weiteren Splinker-Molekul umgesetzt, welches an 
seinen Enden komplementar Ist zu dem Ende des vertangerten Anchor-Motekuls (E). Das neue Splinker-Molekul weist 
wiederum eine Modifizlerung auf, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. 

40 [0113] Das solchermaBen erhaltene Ligationsprodukt wird nach Jnaktivierung der Ligase mit der Splinker-spezifl- 
schen Restriktionsendonuklease vom Typ IIS gespalten und llefert damit ein weiter veriangertes Anchor-Molekul. 
[01 1 4] Diese Vorgehensweise kann grundsatzlich belle big oft wlederholt werden. Der besondere Vorteil dleser Aus- 
fuhrungsform des Sloning-Verfahrens besteht darin, dass eine Auf relnlgung eines im Sloning-Verfahren verwendbaren 
Oligonukfeotldes gewahrieistet wird. Diese Vorgehensweise kann grundsStzlich auf eine jede Ebene des Sloning-Ver- 

45 fahrens angewandt werden. 

[0115] Die Figs. 2t und 22 zefgen die wesentlichen Schritte bei der Synthese von DNA-Fragmenten mit Intemer 
Methylierung gemaB der voriiegenden Erfindung, die Schritte Teil des Sloning-Verfahrens sein konnen. Insoweit wird 
hiermlt eine weitere AusfOhrungsform des Sloning-Verfahrens offenbart. 

[0116] Im Zusammenhang mit der Beschrelbung der Flguren 21 und 22 bezelchnet der Begrlff des Anchors oder 
so Anchor-Molekuls ein Ollgonukleotid gemaB aa) bzw. ba) des Sloning-Verfahres und der Begriff des Spllnkers oder 
Sp linker- Mole ku Is ein Ollgonukleotid gemaB ab) bzw. bb) des Sloning-Verfahrens. 

[0117] Im Rahmen der Synthese von Nuklelnsauremolekulen wie beispielsweise Genfragmenten unter Verwendung 
des Sloning-Verfahrens wurde beobachtet, dass einige Sequenzen nicht synthetisiert werden konnen, was darin be- 
grQndet liegt, dass durch die Ligation elnes Anchor-Motekuls sowie eines Splinker-Molekuls eine Erkennungssteile fur 
55 ein Restriktionsenzym ausgebildet wird, das dem Restriktionsenzym des Splinker-Molekuls bzw. dem Anchor-Molekul 
entspricht und in Folge dessen ein anderes Spaltungsereignis eintreten wurde, als fur die korrekte Verldngerung eines 
Anchor- bzw. Splinker-Molekuls erforderlich ware. 

[0118] ErfindungsgemaG wird diese Beschrankung der Verwendung des Sloning-Verfahrens dadurch umgangen, 
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dass die durch die spezif ische Kombination aus Anchor* und Spiinkersequenz entstehenden zusatzlichen Erkennungs- 
stelien fur entweder das Anchor- oder das Splinker-spezif ische Restrlklionsenzym vom Typ IIS methyiiert sind und 
damit nicht geschnitlen werden kdnnen. Die fOr die Durchfuhrung des Sloning Verfahrens notwendigen Erkennungs- 
sequenzen in den konstanten Bereichen der Spl inker bzw. Anchor sind hingegen nicht methyiiert und konnen daher 

5 nach wie vor gespalten werden. 

[01 19] Konkret wird dabei so vorgegangen, dass im Rahmen einer sequenziellen Ligation von teilweise methyllerten 
Splinker-Molekfllen aus einer Blbliothek vorgesehen ist, dass die S'-Oberhangsequenzen ((5'-> 3 1 ) GTC, CTC, TCT) 
und die folgenden 3'- Endsequenzen (AGA, ACG, GAC) methyiiert sind. In Schritt (A) weist das eine eine Kopplung 
an eine feste Matrix erlaubende Modifizierung tragende Anchor-Molektil in selnem Oberhang am Adenosin eine Me- 

10 thylierung auf . Das zu dem Anchor-Mo lekul komplementare Splinker-Molekul weist in seinem Oberhang ebenfalls eine 
Methylierung auf, im vorllegenden Falle am Cytosln. Dabel ist es Im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass auch 
eine Methylierung in anderen Teilen als den Oberhangen m6glich ist, solange dadurch nicht eine der beiden notwen- 
digen Erkennungsstellen fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS funktional inaktiviert wird. 

[0120] Nach Ligation der beiden Moiekule wird das in (A) dargestellte Ligationsprodukt erhalten, das nach Entfernen 
w der Ligase mit der Splinker-speziflschen Restriktionsendonuklease vom Typ IIS gespalten wird. In Folge dieser Spal- 
tung veriangert sich das Anchor-Molekul und weist nun in den beiden Strangen des Doppelstranges eine Methylierung 
auf. An das solchermaBen erhaltene, vertfingerte Anchor-Molektil wird ein weiteres Spllnker-Moiekul ligiert, wobei das 
Splinker-Molekiil dazu fuhrt, dass in dem in Schritt (C) erhaltenen Ligationsprodukt neben der im Splinker-Molekulteil 
enthaltenen Splinker-spezifischen Restriktionsenzym-Erkennungsstelle eine we it ere Erkennungsstelie fur das Spl in - 
20 ker-spez If ische Restriktionsenzym gebildet wird. Wie In (C) dargestellt wurde damit neben der im konkreten Beispiel 
angegebenen Erkennungsstelie fur Eco31l im Splinker-Molekulteil im Ligatlonsbereich noch eine weftere Erkennungs- 
sequenz fur Eco31 1 entstehen, mit der Folge, dass bei Verwendung von Eco31 1, typischer Weise nach Entfernen der 
Ligase, dreiSpaltprodukteentetOnden. In Folge der Methylierung derzweiten, durch die Ligation des Splinker-Moiektils 
und des Anchor-Molekuls entstandenen Erkennungsstelie fur Eco3i I 1st diese jedoch fur das Splinker-spezif ische 
25 Restriktionsenzym nicht zuganglich. Infolgedessen schneidet Eco31 1 dieses Ligationsprodukt lediglich Splinker-proxi- 
mal, nicht aber Splinkerdistal. Demnach kann das Anchor-Moleku! korrekt veriangert und fQr die weitere Aufbausyn- 
these im Rahmen des Sloning-Verfahrens eingesetzt werden. 

[0121] Fig. 23 zeigt ein Verfahren zur (Zwischen)- Produktamplifikation, wie es an beliebiger Stelle des Sloning- 
Verfahrens durchgeftihrt werden kann. Typischer Weise erfofgt die (Zwischen)-Produktamplifikation an Ligationspro- 
30 dukten, die im Rahmen des Sloning-Verfahrens entstehen, so beispielsweise im Rahmen der sogenannten Aufbau- 
synthese, (d.h. ein- oder mehrmaliges Durch lauf en der Schrltte aa) bis ag) bzw. ba) bis bg)) oder auch im Rahmen 
der Transpositionen. Derartige (Zwischen)- Produktampllfikationsschritte empfehien sich insbesondere dann, wenn 
die Konzentratlon eines (Zwischen)- Produktes so niedrig geworden ist, dass eine effiziente Durchfuhrung der folgen- 
den Schritte gefahrdet ist. 

35 [0122] Die (Zwischen)-Produktamplffikation erfolgt durch das als soiches im Stand der Technik bekannte Verfahren 
der Polymerasekettenreaktion. Dabei wird so vorgegangen, dass Anchorund Splinker- komplementare Oligonukleotid- 
primer an ein Ligationsprodukt, wie es im Rahmen des Sloning-Verfahrens anfallt, an ell iert werden. Bevorzugter Weise 
sind die Primer dabei komplementar zu dem konstanten Tell des Anchor-MolekQIs bzw. Splinker-Molekuls, oder eines 
Teils davon. Der Vorteil bei dieser Gestaltung der Primer ist der, dass damit ein Paar von Primern ausreicht, urn un- 

40 abhSngig von der aufgebauten Nukleinsaure, d.h. der Zlelsequenz oder einem Teil davon, die Amplifikation des Pro- 
duktes bzw. eines Zwischenproduktes des Sloning-Verfahrens vomeh men zu konnen. Es ist jedoch auch mdglich und 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die Primer teilweise oder vollstfindlg an elnen.Bereich des Anchor- oder 
Splinker-Molekuls binden , der der aufgebauten Nukleinsaure entspricht. Unter komplementar soli dabei hierin verstan- 
den werden, dass eine Nukleinsaure an eine andere Nukleinsaure venmittels Basenpaarung in Wechselwirkung tritt. 

45 Es wird seltens der Fachleute anerkannt werden, dass komplementar nicht notwendigerweise eine vollstandlge Kom- 
plementaritat bedeutet. Vielmehr kann eine oder mehrere Fehlbasenpaarungen enthalten sein und auch ein odermeh- 
rere Nukleotide keine Basenpaarung aufweisen. 

[0123] Bel der Auswahi der Primer ist zu beachten, dass diese bevorzugter Weise nicht selbstkomplementar seln 
soliten. In Folge dessen hybridlsieren die bei diesem Verfahren verwendeten Primer bevorzugter Weise nur mit 3-4 

so Nukleotiden der Klammer (des konstanten doppelstrangigen Bereichs unmittelbar vor dem Loop), dem Loop-Bereich 
des Anchor- bzw. Spl Inker-Mo lekOls selbst sowie den folgenden Nukleotiden (maximal zum Ende des konstanten Teils 
des 5'-Uberhanges des Anchor-Molekuls bzw. Splinker-Molekuls (A)). Nach Annelleren der Anchor- und Splinker-spe- 
zifischen Primer erfolgt eine Amplifikation der internen Genfragmente mit einer thermostabilen Polymerase, wobei 
diese Polymerase bevorzugter Weise eine Propfreading-Funktion aufweist. Typischer Weise werden die Primer in 

55 hohem Uberschuss dem Reaktionsansatz zugesetzt. Fur den Fall, dass eine Weltersynthese unter Verwendung des 
solchermaBen ampiifizierten (Zwischen-) Produktes vorgesehen ist, werden bevorzugter Weise modifizierte Oligonu- 
kleotide ais Primer eingesetzt, die eine Bindung der Oligonukleotide an eine feste Matrix erlauben. Das Ergebnis der 
(Zwi8chen)-Produktamplifikation weist keine Loop-Struktur mehr auf, die den Strang und Gegenstrang verbindet. Statt- 
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dessen liegt das amplifizierte Ligationsprodukt a!s Doppelstrangstrukturzweier Einzelstrange vor. Diese hierin auch 
als bipartite Struktur bezelchneten Moiekule konnen aber im Rahmen des Sloning-Verfahrens ebenfalls als Ausgangs- 
produkt verwendet warden. 

[0124] Es 1st im Rahmen der voriiegenden Erfindung, dass die verschiedenen Aspekte beliebig miteinander kombi- 
niert warden konnen und somit eine Vielzahl von Ausfuhrungsformen des Sloning-Verfahrens moglich sind. 
[0125] Die In der vorangehenden Beschreibung, den AnsprOchen und den Zelchnungen offenbarten Merkmale der 
Erfindung konnen sowohl einzeln als auch In bellebiger Kombinatlon zur Verwirklichung der Erfindung in ihren ver- 
schiedenen Ausfuhrungsformen wesentiich sein. 



Patentan8prtiche 

1. Einzelstrangiges Nukleinsauremolekul zur Verwendung in einem Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure 
umfassend mindestens 

einen Teil A und einen Tell B 
wobei 

Tell A eine Sequenz umfasst, die der Sequenz der Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ II 
S Oder eines Teils davon oder einer dazu komplementfiren Sequenz entspricht, und 

Teil B eine deflnierte Abfolge von Nukleotiden umfasst. 

2. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, dass das Restriktionsenzym ausgewahlt ist 
aus derGruppe, die Bpil, Esp3l, Eco31 1, Bsal, BsmBI, Bbsl, BspMI, Aarl, Acelll, Acc36l, Sapl, Btsl, BsrDI, Bse3DI, 
BciVI, Bfull, Bfil! und Bmrl umfasst. 

3. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzelchnet, dass die Sequenz von Teii A ausgewahlt 
ist aus derGruppe, die SEQ ID NO:1 bis 13 umfasst. 

4. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspniche 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet, dass Teil B eine Lange von 
1,2,3, 4, 5, 6 Oder 7 Nukleotiden aufweist. 

5. Nukleinsauremolekulbibiiothek umfassend eine vielzahl von NukleinsauremolekQien nach einem der Anspruche 
1 bis 4. 

6. Nukleinsauremolekulbibiiothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, dass die Bibliothek 256 in der Se- 
quenz von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die deflnierte Abfolge von Nukleotiden von Teil 

' B eine Lange von vier Nukleotiden aufweist 

7. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, dass die Bibliothek 1 024 in der Sequenz von 
Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die deflnierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B eine Lfinge 
von ffinf Nukleotiden aufweist. 

8. Nukleinsauremolekulbibiiothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, dass die Bibliothek 4096 in der Se- 
quenz von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definlerte Abfolge von Nukleotiden von Teil 
B eine Lange von sechs Nukleotiden aufweist. 

9. Nukleinsauremolekulbibiiothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, dass die Bibliothek 16 in der Se- 
quenz von Tell B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definlerte Abfolge von Nukleotiden von Tell 
B eine Lange von zwei Nukleotiden aufweist. 

10. Nukleinsaureblbliothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, dass die Bibliothek 64 in der Sequenz von 
Teil Bsich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definierte Abfolge von Nukleotiden von Teil B eine Lange 
von drei Nukleotiden aufweist. 

11. Verwendung eines Nukleinsauremolekuls nach einem der Anspniche 1 bis 5 und/oder einer Nukleinsauremole- 
kulbibiiothek nach einem der AnsprOche 5 bis 10 in einem Verfahren zur Herstellung von Nuklelnsauren, Insbe- 
sondere einem Verfahren zur sequenziellen Ligation von Oligonukleotiden in parallelen Reaktionsansatzen auf 



29 



EP 1 314 783 A1 



Sequenz-unabhangige Weise. 

12. Verfahren zur Herstellung elnes NukleinsSuremoIekQIs, umfassend die Schritte: 

s a) Bereitstellen eines ersten Oligonukleotids, optional mittels einer Modifikation am Oligonuklaotid an eine 

Oberflftche gekoppelt, wobel das Oligonuklaotid eine Erkennungssequenz Oder einen Tell davon oder eine 
hierzu kompiementare Sequenz fur ein erstes Typ IIS-Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erken- 
nungssequenz schneidet, und einen einzelstrdngigen Uberhang umfasst, 

10 b) Hinzufugen eines einzelstrangigen Nukleinsfiuremolekuls nach elnem der Anspruche 1 bis 5 zu dem 0!i- 

gonukleotid, wobel bevorzugter Weise der Tell A des NuklelnsSuremolekuls im Wesentlichen komplementar 
zu dem einzelstrdngigen Bereich des ersten Oligonukleotids 1st; 

c) Ligation des NukleinsfluremolekQIs aus Schritt b) mit dem ersten Oligonukleotid unter Ausblldung eines 
QberhSngenden 5*Endes; 

d) Auffullen des uberhfingenden 5'-Endes; 

e) Bereitstellen eines zweiten Oligonuklaotides, wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz oder ei- 
20 nen Tell davon oder eine hierzu kompiementare Sequenz fur ein zweites Typ IIS-Restriktionsenzym, welches 

auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und einen einzelstrangigen Uberhang umfasst, wobei die 
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms verschieden ist von der Erkennungssequenz des in Schritt a) 
genannten Restriktionsenzyms, und 

25 f) Hinzufugen eines einzelstrangigen Nukleinsauremolekuls nach einem der Anspruche 1 bis 5 zu dem Oligo- 

nukleotid, wobei bevorzugter Weise der Teii A des Nukleinsauremolekuls im Wesentlichen komplementar zu 
dem einzelstrangigen Bereich des zweiten Oligonukleotids ist; 

g) Ligation des Nukleinsauremolekuls von Schritt f) mit dem zweiten Oligonukleotid unter Ausblldung eines 
30 uberhangenden 5'Endes; 

h) Auffullen des uberstehenden 5'-Endes; 

i) Ligation der aus den Schritten a) bis d) und e) bis h) emaltenen Oligonukleotide; 

35 

jj Spaltung des in Schritt i) emaltenen Ligationsproduktes mit dem ersten oder mit dem zweiten Typ ll-Restrik- 
tionsenzym. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt b) und/oderf) eine Hybridisierung zwi- 
<o schen dem einzelstrangigen Bereich des Oligonukleotids mit Teii A des einzelstrangigen Nuklelns£uremolekuls 

erfolgt. 

14. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass erste Oligonukleotid an die Festphase 
gekoppelt ist und bevorzugter Weise das erste Oligonukleotid vor der Ligation gemaB Schritt i) von der Festphase 

45 abgespalten wird. 

15. Kit zur Hersteilung elner Nuklelnsflure umfassend eine Nuklelnsflurebibliothek nach einem der AnsprQcheS bis 10. 

16. Kit nach Anspruch 15 weiter umfassend ein erstes Oligonukleotid umfassend eine Erkennungssequenz fGr ein 
50 erstes Typ IIS-Restriktionsenzym. 

17. Kit nach einem der AnsprQche 15 bis 16, welter umfassend ein zweites Oligonukleotid umfassend eine Erken- 
nungssequenz oder einen Teii davon oder eine hierzu kompiementare Sequenz fur ein zweites Typ IIS-Restrikti- 
onsenzym, wobei das zweite Restriktionsenzym verschieden ist von dem ersten Restriktlonsenzym. 

55 

18. Kit nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eines der Oligonukleotide an einer 
Festphase immobilisiert ist. 



30 



EP 1314 783 A1 



19. Verfahren zur enzymatlschen Hersteilung elnes teltweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einem 3 Nukleotid 
langen Uberhang, wobei das Oiigonukleotid eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vomTyp IIS ent- 
halt, umfassend die Schrltte: 

a) Bereitstellen eines ersten teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids, wobei das Oiigonukleotid einen 3'- 
Uberhang und eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, 

b) Bereitstellen einer ersten Gruppe von einzelstrangigen Oiigonukieotiden umfassend einen Teil A und einen 
Tell B ( wobei Teii A komplementar zu dem einzelstrangigen Bereich des in Schritt a) bereitgesteitten ersten 
Oligonukleotids und bevorzugter Welse bet alien Mitgliedem der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange 
von 3 Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mitglleder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

c) Bereitstellen eines zweiten tellweise doppelstrangigen Oligonukleotids. wobei das Oiigonukleotid einen 3'- 
Uberhang und eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das Restrik- 
tionsenzym vom Typ IIS verschieden ist von dem Restriktionsenzym vomTyp IIS der Oligonukieotide in Schritt 
a), 

d) Bereitstellen einer zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oiigonukieotiden umfassend einen Teil A und einen 
Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen Bereich des in Schritt a) bereitgesteilten ersten 
Oligonukleotids und bevorzugter Weise bei alien Mitgliedem der Gruppe identisch ist und Teil B eine LSnge 
von 3 Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teii B unterscheiden, 

e) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt a) bereitgesteilten ersten Oligonukleotids mit Jewells einem Mitglied 
der In Schritt b) bereitgesteilten ersten Gruppe von einzelstrangigen Oiigonukieotiden, 

f) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgesteilten zweiten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied 
der in Schritt d) bereitgesteilten zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oiigonukieotiden 

g) Auffullen der Gberh&ngenden 5'- En den der Ligationsprodukte aus Schritt e), 
h} Auffullen der GberMngenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

i) Ligation von jeweils einem aufgefOliten Ligationsprodukt aus Schritt g) mit jeweils einem aufgefOllten Liga- 
tionsschritt aus Schritt h), 

j) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fur das in Schritt a) bereitgesteilten Oiigonukleotid 
spezlfischen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

20. Verfahren nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzelchnet, dass das fur das in Schritt a) bereitgesteltte Oiigonu- 
kleotid speziflsche Restriktionsenzym vom Typ IIS Sapl Ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzelchnet, dass Hybridisieren und Ligieren des in Schritt 
a) bereitgesteilten ersten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied der in Schritt b) bereitgesteilten ersten Gruppe 
von einzelstrangigen Oiigonukieotiden mit einem jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefQhrt wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 , dadurch gekennzelchnet, dass jede Reaktion zwischen dem ersten Oiigonukleotid 
und einem Mitglied der ersten Gruppe von einzelstrangigen Oiigonukieotiden in einem separaten Reaktionsansatz 
durchgefQhrt wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 22, dadurch gekennzelchnet, dass Hybridisieren und Ligieren des 
in Schritt c) bereitgesteilten ersten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied der in Schritt d) bereitgesteilten 
ersten Gruppe von einzelstrangigen Oiigonukieotiden mit einem Jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefflhrt 
wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzelchnet, dass jede Reaktion zwischen dem ersten Oiigonukleotid 
und einem Mitglied der ersten Gruppe von einzelstrangigen Oiigonukieotiden in einem separaten Reaktionsansatz 
durchgefQhrt wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 24, dadurch gekennzelchnet, dass das in Schritt a) und/oder c) 
bereitgesteltte Oiigonukleotid eine Modif izierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix erlaubt. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzelchnet, dass Schritt e) und/oder f) durchgefQhrt wird, wobei das 
zumindest tellweise doppelstranglge Oiigonukleotid an eine feste Matrix gekoppelt ist. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 26, dadurch gekennzelchnet, dass insgesamt 4096 verschiedene 
Spaltprodukte in Schritt j) erhalten werden, wobei sich die Spaltprodukte in den letzten sechs 5'-terminalen Nu- 
kleotiden und den letzten drei 3'- terminalen Nukleotiden unterscheiden. 



31 



EP 1 314 783 A1 

28. Verfahren nach einem der Ansprfiche 1 9 bis 27, dadurch gekennzelchnet, dass die Erkennungssequenz fur das 
Restriktionsonzym vom Typ IIS In Schritt a) und/oder c) zumindest tellwelse Im Uberhang des tellwelse doppelst- 
rangigen OHgonukleotids angeordnet 1st. 

29. Verfahren nach einem derAnspruche 19 bis 27, dadurch gekennzelchnet, dass die Erkennungssequenz fur das 
Restriktlonsenzym vom Typ IIS In Schritt a) und/oder b) vollstandig im doppelstrangigen Berelch des tellwelse 
doppelstrangigen OHgonukleotids angeordnet ist. 

30. Verfahren zur enzymatlschen Herstellung eines teilweise doppelstrangigen OHgonukleotids mit einem 3 Nukleotid 
langen Uberhang, wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ US ent- 
hait und Schnelden des OHgonukleotids mit dem Restriktlonsenzym zu einem Uberhang mit einer von 3 Nukleo- 
tlden verschiedenen Lange, umfassend die Schritte: 

a) Bereltstellen eines ersten teilweise doppelstrangigen OHgonukleotids, wobei das Oligonukleotid einen 3'- 
Oberhang aufweist und eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, 

b) Bereltstellen el ner ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend einen Teil A und einen 
Teil B t wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten 
OHgonukleotids und bevorzugter Welse bet alien Mitgliedern der Gruppe identisch ist und Teil B eine Lange 
von 2 Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mitglleder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

c) Bereltstellen eines zweiten tellwelse doppelstrangigen OHgonukleotids, wobei das Oligonukleotid einen 3'- 
Uberhang aufweist und eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das 
Restriktionsenzym vom Typ IIS verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS der Oligonukleotide 
in Schritt a), 

d) Bereltstellen einer zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden umfassend einen Teil A und einen 
Teil B, wobei Teil A komplementar zu dem einzelstrangigen Bereich des in Schritt a) bereitgestellten ersten 
OHgonukleotids und bevorzugter Welse bei alien Mitgliedern der Gruppe Identisch ist und Teil B eine Lange 
von 2 Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

e) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten OHgonukleotids mit jeweils einem Mitglied 
der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden, 

f) Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten zweiten OHgonukleotids mit jeweils einem Mltglled 
der In Schritt d) bereitgestellten zweiten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden 

g) AuffQIien der uberhangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt e), 

h) Auffullen der uberhangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

i) Ligation von jeweils einem aufgefullten Ligationsprodukt aus Schritt g) mit jeweils einem aufgefQIIten Liga- 
tionsschritt aus Schritt h), 

j) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fur das in Schritt a) bereitgestellten Oligonukleotid 
speziflschen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzelchnet, dass das fur das in Schritt a) bereitgestellte Oligonu- 
kleotid speziflsche Restriktionsenzym vom Typ IIS Sapi ist. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31 , dadurch gekennzelchnet, dass Hybridisieren und Ligieren des in Schritt 
a) bereitgestellten ersten OHgonukleotids mit Jewells einem Mitglied der In Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe 
von einzelstrangigen Oligonukleotiden mit einem jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefOhrt wird. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzelchnet, dass jede Reaktion zwischen dem ersten Oligonukleotid 
und einem Mitglied der ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz 
durchgefOhrt wlrd. 

34. Verfahren nach einem derAnspruche 30 bis 33, dadurch gekennzelchnet, dass Hybridisieren und Ligieren des 
In Schritt c) bereitgestellten ersten OHgonukleotids mit Jeweils einem Mitglied der In Schritt d) bereitgestellten 
ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden mil einem jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefuhrt 
wlrd. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzelchnet, dass jede Reaktion zwischen dem ersten Oligonukleotid 
und einem Mitglied der ersten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz 
durchgefOhrt wird. 
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Verfahren nach elnem der Anspruche 30 bis 35, dadurch gekennzefchnet, dass das in Schritt Oligonukleotid a) 
und/oder c) bereitgesteilte Oligonukleotid eine Modifizierung tragt, die eine Koppiung an eine feste Matrix eriaubt. 

Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzelchnet, dass Schritt e) und/oder 0 durchgefQhrt wird, wobei das 
zumindest teitweise doppelstrangige Oligonukleotid an eine feste Matrix gekoppeit ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 37, dadurch gekennzelchnet, dass insgesamt 256 verschiedene 
Spaltprodukte In Schritt j) erhalten werden, wobei sich die Spaltprodukte in in den letzten vier 5'-terminalen Nu- 
kleotiden und dem letzten 3'- termlnalen Nukleotld unterscheiden. 

Verfahren nach einem der AnsprCche 30 bis 36, dadurch gekennzelchnet, dass die Erkennungssequenz fur das 
Restriktlonsenzym vom Typ IIS In Schritt a) und/oder c) zumindest teilweise Im Oberhang des teilweise doppelst- 
rangigen Oiigonukleotids angeordnet ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 30 bis 38, dadurch gekennzelchnet, dass die Erkennungssequenz fur das 
Restriktlonsenzym vom Typ IIS in Schritt a) und/oder b) vollstandig im doppelstrangigen Bereich des teilweise 
doppelstrangigen Oiigonukleotids angeordnet ist. 

Verfahren zur Herstellung eines NuklelnsauremolekOIs umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oiigonukleotids, das hergestellt 1st durch diefolgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines teilweise doppelstrangigen Oiigonukleotids mit einem S'-Uberhang, das eine Er- 
' kennungssequenz fur ein typllS Restriktlonsenzym enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungsse- 

25 quenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine Koppiung ari eine feste Matrix eriaubt, wobei der 

S'-Uberhang eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oiigonukleotids mit einem 5'-Uber- 
hang undelneranderen Erkennungssequenz filr ein TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb seiner 

30 Erkennungssequenz schneidet, als in Schritt aa), wobei der 5'-0berhang eine Lange von 3 Nukleotiden 

umfasst, 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nlcht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Orlentierung, 

35 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktlonsenzym, welches auBer- 
halb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des Ollgo- 

40 nukl ootids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktlonsgemisches vom In Schritt ae) erhaltenen verlangerten Oligonukleotid aus 
Schritt aa), 

45 ag) optional mindestens einmaliges Wlederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oiigonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines teilweise doppelstrangigen Oiigonukleotids mit elnem S'-Uberhang, das eine Er- 
50 kennungssequenz fQr ein TypllS Restriktlonsenzym enthSIt, welches auBerhalb seiner Erkennungsse- 
quenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine Koppiung an eine feste Matrix eriaubt, wobei der 
SMJberhang eine Lange von 3 Nukleotiden umfasst, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oiigonukleotids mit einem S'-Uber- 
55 hang und mit einer anderen Erkennungssequenz fQr ein TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb 

seine Erkennungssequenz schneidet, als In Schritt ba), wobei der S'-Oberhang eine L3nge von 3 Nukleo- 
tiden umfasst, 
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be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der nicht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

5 

be) Spaitung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mlt elnem TypllS Restriktlonsenzym, welches auBer- 
halb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaitung im Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so verlftngerten NukleinsauremolekQIs vom Reaktionsgemisch, 

10 

bg) optional mindestens einmaliges Wlederholen der Schritte bb) bis be), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation In Schritt be) und Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Llgationsprodukt 
mit einem TypllS Restriktlonsenzym geschnitten wird, wobei die Spaitung in dem Oligonukleotid aus 
Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

d) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

20 

e) Spaitung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaitung im Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsiuremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

25 

dadurch gekennzelchnet, dass das Oligonukleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines Restriktlons- 
enzyms vom Typ IIS aufweist, das einen drei Nukleotide langen Uberhang erzeugt, soiange die Schritte ab) bis 
ae) wiederholt werden und das Oligonukleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms 
vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als einen drei Nukleotid langen Uberhang erzeugt, belm letzten Durch- 
30 laufen der Schritte ab) bis ae) und/oder 

das Oligonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das 
einen drei Nukleotide langen Oberhang erzeugt, soiange die Schritte bb) bis be) wiederholt werden und das Oli- 
gonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen 
anderen als einen drei Nukleotid langen Uberhang erzeugt, beim letzten Durchlaufen der Schritte bb) bis be). 

35 

42. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzelchnet, dass das Oligonukleotid von Schritt ab) und/oder von 
Schritt bb) eln solches nach elnem der Ansprtlche 19 bis 29 1st, so lange der Durchlauf der Schritte ab) bis ae) 
und/oder bb) bis be) nicht der letzte Durchlauf ist. 

<o 43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42, dadurch gekennzelchnet, dass das Oligonukleotid von Schritt ab) und/ 
Oder von Schritt bb) belm letzten Durchlaufen der Schritte ab) bis ae) und/oder bb) bis be) ein solches nach einem 
der Anspruche 30 bis 40 ist. 

44. Verfahren zur Herstellung einer Gruppe von Nukleinsauremolekulen umfassend die Schritte 

45 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur eln TypllS Restriktlonsenzym 
enthfilt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine 

so Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 

55 schneidet, als in Schritt aa)„ 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Orientierung, 



34 



EP 1 314 783 A1 

ad) Entfernen nlcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Llgatlonsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypHS Restriktionsenzym, welches auBer- 
halb seiner Erkennungssequenz schneldet, wobei die Spaitung in der NukJelnsauresequenz des Oligo- 

5 nukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verlangerten Oligonukleotid aus 
Schritt aa), 

10 ag) optional mindestens einmallges Wiedarholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstetlen elnes weiteren Oligonukleotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereltstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym 
15 enthfilt, welches auBerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine 

Kopplung an eine teste Matrix eriaubt mit einem Ende an eine feste Matrix, 
Koppiung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe elnes weiteren, mindestens teiiweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer anderen 
20 Erkennungssequenz fur ein TypilS Restriktionsenzym, welches auBerhaib seine Erkennungssequenz 

schneidet, als in Schritt ba), 

be) Ligation der Ollgonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der nicht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Oiientierung, 

25 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBer- 
haib seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

30 

bf) Abtrennen des so verlangerten NukleinsauremolekQIs vom Reaktionsgemlsch, * 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation In Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Llgatlonspordukt 

35 mit einem TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, wobei die Spaltung in dem Oligonukleotid aus 

Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Ollgonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

40 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhaib 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid aus Schritt a) oderb) stattfindet, 

43 

f) Abtrennen des so verlangerten NukleinsauremolekQIs vom Reaktionsgemisch, 

dadurch gekennzelchnet, dass beim ietzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugegebene 
Oligonukleotid eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt und 
so nach dem Ietzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) als Schritt ah) das Ligationsprodukt aus Schritt ac) mit einem 
TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, welches auBerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die 
Spaltung in der Nuklelnsauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt aa) stattfindet und das Spattungsprodukt 
von dem an der festen Matrix gekoppelten Oligonukleotid freigesetzt wird 
und das freigesetzte Spartprodukt In mindestens zwel Reaktlonsansatze aufgetellt wird. 

55 

45. Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekennzelchnet, dass das in Schritt ah) freigesetzte Spaltprodukt uber 
die Modifizierung an eine feste Matrix gekoppelt wird und die keine Modifikation aufweisenden Spaltprodukte aus 
dem Reaktioneansatz entfemt werden. 
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46. Verfahren nach Anspruch45,dadureh gekennzelchnet,dasslnJedemderReaktlonsansatzezudeman dlefeste 
Matrix gekoppelten Spaitprodukt aus Schritt ah) als Schritt ai) ein Oligonukleotid zugegeben wird, das eine Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restrlktlonsenzym enthalt, welche verschieden ist von der Erkennungssequenz fur 
ein Typ IIS Restriktionsenzym des Spaltproduktes aus Schritt ah), und eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung 

5 an eine teste Matrix erlaubt, und als Schritt ak) eine Ligation des Spaltproduktes aus Schritt ah) mit dem Oligonu- 

kleotid erfoigt. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass das Ligationsprodukt aus Schritt ak) mit einem 
TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, das auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spal- 

10 tung in der Nukleinsauresequenz des Spaltproduktes aus Schritt ah) erfoigt. 

46. Verfahren nach Anspruch 46 Oder 47, dadurch gekennzeichnet, dass das in Schritt ai) zugegebene Oligonu- 
kleotid in jedem Reaktionsansatz eine andere Sequenz aufweist. 

is 49. Verfahren nach einem der Anspruch e 46, dadurch gekennzeichnet, dass die den Reaktionsansatzen zugege- 
benen Oligonukleotide gleiche efnzelstrangige Uberhange aufwelsen. 

50. Verfahren nach einem der An sp ruche 44 bis 49, dadurch gekennzeichnet, dass sich die Oligonukleotide in einem 
Bereich unterscheiden, der verschleden istvon dem einzelstrangigen Bereich, bevorzugterweise in einem Berelch 

20 unterscheiden, der eine Foige von Nukleotiden umfasst, die sich dem einzelstrangigen Bereich des OHgonukieotids 

anschlieBsn. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass die Foige von Nukleotiden eine Lange von 1 bis 
10 Nukleotide, bevorzugter Weise 3 bis 6 Nukieotide umfasst. 

25 

52. Verfahren nach einem der AnspnQche 44 bis 51 , dadurch gekennzeichnet, dass In einem Schritt al) eine Spaltung 
des in Schritt ai) zugegebenen Oligonukleotids erfoigt. 

53. Verfahren nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte ab) bis ak) und/oder al) zumindest 
30 einmal wiederhoft werden. 

54. Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem letzten Wiedemolen als Schritt am) die 
an die Festphasen gekoppelten Oligonukleotide mit einem weiteren Oligonukieotid gemaB ab) ligiert werden, wobei 
sich diese Oligonukleotide In den verschiedenen Reaktionsansatzen in der Sequenz des einzelstrangigen Clber- 

35 hanges und optional in der Sequenz des dlrekt angrenzenden doppelstrangigen Bereichs) voneinander unter- 

scheiden 

55. Verfahren zur Herstellung eines NukJeinsauremolekuls umfassend die Schritte 

40 a) Bereltstellen eines Oligonukleotids, das hergestelft ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitsteilen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fOr ein TypllS Restriktionsenzym 
enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, Kopplung des Oligonukleotids an die teste Matrix 

45 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
schneidet, als in Schritt aa),, 

so ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu ligieren- 

den Enden festgelegten Orientierung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

55 ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBer- 

halb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung In der Nukleinsauresequenz des Oligo- 
nukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 
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af) Abtrennen des Reaktlonsgemisches vom In Schritt ae) erhaltenen veriangerten Oligonukleotld aus 
Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af). 

5 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergestellt 1st dutch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym 
enthilt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und elne Modifizierung tragt, die eine 

w Kopplung an eine teste Matrix eriaubt mit einem Ende an eine teste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die teste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz 

is schneidet, als In Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der nlcht zu ligleren- 
den Enden festgeiegten Orientierung, 

20 bd) Entfernen nlcht verbrauchter Reaktanden sowle Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBer- 
halb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukieotid in Schritt bb) stattfindet, 

25 bf) Abtrennen des so veriangerten Nuklein6fiuremolekuis vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowle Enzyme das Ligationspordukt 
mit einem TypllS Restriktionsenzym geschnitten wind, wobei die Spaltung in dem Oligonukieotid aus 
30 Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgeiegten Orientierung, 

35 d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukieotid aus Schritt a) oderb) stattfindet, 

40 f) Abtrennen des so veriangerten NuklelnsauremolekOls vom Reaktionsgemisch, 

dadurch gekennzelchnet, dass beim letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugegebene 
Oligonukieotid eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine teste Matrix eriaubt. 

45 56. Verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzelchnet, dass nach dem letzten Wiederholen der Schritte ab) bis 
af) als Schritt ah) das Llgationsprodukt aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym geschnitten wlrd, wel- 
ches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukieotid aus Schritt aa) statt- 
findet und das Spaltprodukt von dem an der festen Matrix gekoppelten Oligonukieotid f reigesetzt wird. 

so 57. Verfahren nach Anspruch 56, dadurch gekennzelchnet, dass das in Schritt ah) freigesetzte Spaitungsprodukt 
in einem neuen ReaktlonsgefHB uber die Modifizierung an eine teste Matrix gekoppelt wird und die keine Modifi- 
kation aufweisenden Spattungsprodukte aus dem die teste Matrix und das in Schritt ah) freigesetzte Spaltprodukt 
enthaltenden Reaktlonsansatz entfernt werden. 

^5 58. Verfahren nach Anspruch 57, dadurch gekennzelchnet, dass zu dem an die teste Matrix gekoppelten Spaltpro- 
dukt aus Schritt ah) ein Oligonukieotid zugegeben wird, das elne Erkennungssequenz fOr ein TypllS Restriktions- 
enzym enthaJt, welche verschleden 1st von der Erkennungssequenz fur ein Typ IIS Restriktionsenzym, des Spalt- 
produktes aus Schritt ah) und eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine teste Matrix eriaubt, und als 
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Schrftt ai) eine Ligation des Spaltproduktes aus Schritt ah) mit dem Oligonukleotid erfolgt. 

59. Verfahren nach Anspruch 58, dadurch gekennzelchnet, dass das Ugationsprodukt aus Schritt ai) mit einem 
TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, das auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spal- 
tung in der Nukleinsauresequenz des Spaltproduktes aus Schritt ah) erfolgt. 

60. Verfahren nach einem der Anspruche 55 bis 59, dadurch gekennzelchnet, dass die Schritte unter Verwendung 
eines oder mehrerer modifizierter Oligonukieotide gemaB Schritt ab) wiederhott wird. 

61. Verfahren zur Herstellung eines Nukleinsfiuremolekuls umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines OligonuWeotids, das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines OligonuWeotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym 
enthaMt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrSngigen OligonuWeotids mit elner anderen 
Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
schneidet, ais in Schritt aa) und eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, 

ac) Ligation der OligonuWeotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Orientierung, 

ad) optional Entfernen und/oder Inaktivieren nlcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Llgatlonsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBer- 
halb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des Oligo- 
nukleptids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt ae) des Reaktionsgemisches, 

ag) optional mindestens elnmaliges Wlederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren OligonuWeotids, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines OligonuWeotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym 
enthfilt, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppelstrangigen OligonuWeotids mit elner anderen 
Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz 
schneidet, ais in Schritt ba) und eine Modifizierung tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, 

be) Ligation der OligonuWeotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die BlocWerung der nicht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Orientierung, 

bd) optional Entfernen und/oder InaWivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBer- 
halb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung 1m Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt be) des Reaktionsgemisches, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation In Schritt be) und Entfernen und/oder Inaktivieren nlcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme 
das Ligationspordukt mit einem TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, wobei die Spaltung In dem 
Oligonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukieotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
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Enden festgelegten Orlentlerung, 

d) Entfernen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit elnem TypllS Restrlktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobe! die Spaltung im Ollgonukleotid aus Schritt a) Oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

62. Verfahren nach Anspruch 61 , weiter umfassend den Schritt, dass die keine Modifizierung tragenden Spaltprodukte 
in einen neuen Reaktionsansatz Gberfuhrt werden. 

63. Verfahren zur Herstellung eines NukleinsauremolekQte umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das hergesteltt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das elne Erkennungssequenz fGr eln TVpllS Restrlktionsenzym 
enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung trflgt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines wetteren, mindestens teiiweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fur ein TypllS Restrlktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
schneidet, als in Schritt aa)„ 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Orlentlerung, 

ad) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligatlonsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restrlktionsenzym, welches auBer- 
halb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des Oligo- 
nukleotids aus Schritt ab) stattfindet, 

at) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaitenen verlangerten Oligonukleotid aus 
Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstellen eines weiteren Oligonukleotids, das hergesteilt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Oligonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restrlktionsenzym 
enthalt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix eriaubt mit elnem Ende an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teiiweise doppelstrangigen Oligonukleotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz 
schneidet, als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der nicht zu ligleren- 
den Enden festgelegten Orientlerung, 

bd) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restrlktionsenzym, welches auBer- 
halb seine Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so veridngerten Nukleinsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 
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bg) optional mindestens elnmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobel im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen nicht vert>rauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ligationspordukt 
mlt elnem TypllS Restrlktionsenzym geschnftten wird, wobel die Spaltung in dem Oligonukleotid aus 
Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Ollgonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientlerung, 

d) Entfernen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligatlonsproduktes aus Schritt c) mlt elnem TypllS Restrlktionsenzym, welches au(3erhalb 
seiner Erkennungssequenz schneldet, wobel die Spaltung im Oligonukleotid aus Schritt a) Oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so vertangerten NuklelnsauremolekGIs vom Reaktionsgemlsch, 
dadurch gekennzelchnet, dasa 

das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine Methylierung auf- 
weisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte aa) bis af) an dem auf dem Oligonukleotid 
aus Schritt aa) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil einer Erkennungssequenz elnes Restriktionsenzyms 
vom TypllS ausgebildet wurde, der durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gem&B Schritt ae) kom- 
plettiert wird und die Methylierung eine Spaftung dee solchermaBen hergesteiften Ligationsproduktes unter Ver- 
wendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine Methylierung auf- 
weisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte aa) bis af) an dem auf dem Oligonukleotid 
aus Schritt ab) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Teil einer Erkennungssequenz elnes Restriktionsenzyms 
vom TypllS ausgebildet wurde, der durch die Ligation mit elnem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt ae) kom- 
plettiert wird und die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligatlonsproduktes unter Ver- 
wendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine Methylierung auf- 
weisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis bf) an dem auf dem Oligonukleotid 
aus Schritt ba) basierenden Oligonukleotid zumindest ein Tell einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms 
vom TypllS ausgebildet wurde, der durch die Ligation mit einem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt be) kom- 
plettiert wird und die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter Ver- 
wendung dieser Erkennungsstelle verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine Methylierung auf- 
weisen, wobei nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis bf) an dem auf dem Oligonukleotid 
aus Schritt bb) basierenden Oligonukleotid zumindest elnTell einer Erkennungssequenz elnes Restriktionsenzyms 
vom TypllS ausgebildet wurde, der durch die Ligation mit elnem weiteren Oligonukleotid gemaB Schritt be) kom- 
plettiert wird und die Methylierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ligationsproduktes unter Ver- 
wendung dieser Erkennungsstelle verhindert. 

64. Verfahren nach Anspruch 63, dadurch gekennzelchnet, class nach dem letzten Wiederholen der Schritte ab) bis 
af) als Schritt ah) das Ligationsprodukt aus Schritt ac) mit einem TypllS Restrlktionsenzym geschnftten wird, wel- 
ches auBerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des OII- 
gonukleotids aus Schritt aa) stattfindet und das Spaltungsprodukt von dem an der festen Matrix gekoppelten Oli- 
gonukleotid freigesetzt wird. 

65. Verfahren nach Anspruch 64, dadurch gekennzelchnet, dass das in Schritt ah) freigesetzte Spaitprodukt uber 
die Modlfizierung an eine feste Matrix gekoppeit wird und die keine Modifikation aufwelsenden Spaltprodukte aus 
dem die feste Matrix und das In Schritt ah) freigesetzte Spaitprodukt enthaltenden Reaktionsansatz entfernt wer- 
den. 

66. Verfahren nach Anspruch 65, dadurch gekennzelchnet, dasa dem an die feste Matrix gekoppelten Spaitprodukt 
aus Schritt ah) ein Oligonukleotid zugegeben wird, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restrlktionsenzym 
enthait, welche verschieden 1st von der Erkennungssequenz fur ein Typ IIS Restriktionsenzym, welches auBerhaib 
seiner Erkennungssequenz schneidet, des Spaltproduktes aus Schritt ah) und eine Modifizierung tragt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, und als Schritt al) eine Ligation des Spaltproduktes aus Schritt ah) mit dem 
Oligonukleotlde erfolgt. 
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67. Verfahren nach Anspruch 66, dadurch gekennzelchnet, dass das Llgationsprodukt aus Schritt al) mit einem 
TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, das auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spal- 
tung in der Nukleinsauresequenz des Spaltproduktes aus Schritt ah) erfolgt. 

68. Verfahren nach einem der Anspruche 63 bis 67, dadurch gekennzelchnet, dass nach dem letzten Wiederholen 
der Schritte bb) bis bf) als Schritt bh) das Llgationsprodukt aus Schritt be) mit einem TypliS Restriktionsenzym 
geschnitten wird, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaitung in der Nuklein- 
sauresequenz des Oligonukleotids aus Schritt ba) stattfindet und das Spattprodukt von dem an derfesten Matrix 
gekoppelten Oligonukleotid freigesetzt wird. 

69. Verfahren nach Anspruch 68, dadurch gekennzelchnet, dass das In Schritt bh) frelgesetzte Spaltungsprodukt 
Qber die Modifizierung an eine teste Matrix gekoppeltwlrd und die keine Modiflkatlon aufweisenden Spaitprodukte 
aus dem die feste Matrix und das in Schritt bh) frelgesetzte Spattprodukt enthaltenden Reaktionsansatz entfemt 
werden. 

70. Verfahren nach Anspruch 69, dadurch gekennzelchnet, dass dem an die feste Matrix gekoppelten Spattprodukt 
aus Schritt bh) eln Oligonukleotid zugegeben wird, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym 
enthfllt, welche verschieden ist von der Erkennungssequenz fur ein Typ IIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, des Spaltproduktes aus Schritt bh) und eine Modifizierung trfigt, die eine 
Koppiung an eine feste Matrix erlaubt, und ais Schritt bl) eine Ligation des Spaltproduktes aus Schritt bh) mit dem 
Ollgonukleotlde erfolgt. 

71. Verfahren nach Anspruch 70, dadurch gekennzelchnet, dass das Llgationsprodukt aus Schritt bi) mit einem 
TypllS Restriktionsenzym geschnitten wird, das auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spai- 
tung in der Nukleinsauresequenz des Spaltproduktes aus Schritt bh) erfolgt. 

72. Verfahren zur Amplification eine im Rahmen eines Sloning-Verfahrens enstehenden Ligationsproduktes, gekenn- 
zelchnet durch die Schritte: 

a) Bereitstellen eines Ligationsproduktes; 

b) Bereitstellen eines fflr das Oligonukleotid gemfiB Schritt aa) und/oder ab) des Sloning-Verfahrens zumindest 
teilweise komplementaren Primers, 

c) Bereitstellen eines fur das Oligonukleotid gemaB Schritt ab) und/oder bb) des Sloning-Verfahrens zumindest 
teilweise komplementflren Primers, 

d) Hybridisieren zumindest eines der Primer mit dem Llgationsprodukt; 

e) Durchfuhren einer Polymerasekettenreaktion unter Verwendung des an das Llgationsprodukt hybridisierten 
Primers. 

73. Verfahren nach Anspruch 72, dadurch gekennzelchnet, dass die Polymerasekettenreaktion gleichzeitig mit dem 
fOr das Oligonukleotid gem&B Schritt aa) und/oder ab) des Sloning-Verfahrens zumindest teilweise komplemen- 
taren Primer und dem fur das Oligonukleotid gemfiS Schritt ab) und/oder bb) des Sloning-Verfahrens zumindest 
teilweise komplementaren Primer durchgefQhrt wird. 

74. Verfahren nach Anspruch 72 Oder 73, dadurch gekennzelchnet, dass zumindest einer der Primer eine Modifi- 
zierung trfigt, die eine Koppiung an eine feste Matrix erlaubt. 



41 



EP 1 314 783 A1 



Generation of 
splinkers on the fly 



chemical 5' phosphorylation 

i 

5? P| 



3' OH 




(1) 



master splinker 



(2) Bio— 



GGGGCGTCTCG 3»OH 
CCCCGC5» p 

\ 

master anchor chemical 5* phosphorylation 



5' OH ^^^S^SEZSIS 3' OH 
256 variable nonamers 



I 



ligation on solid 
support 



17 




kinase, nil in with Klenow + dNTPs 




elongated splinker 



Bio— 



GGGGCGTCTCG 

c c c c a c rxra'-xra'-G' 



mmm 



5' OH 

kinase, fill in with Klenow + dNTPs 



(3) 



Bio— 



GGGGCGTCT C G 
C C C C G C 



S'P 



<4) 



elongated anchor 



Fig. 1 



,42 



WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



1/23 



chemische S'-Phosphorylierung 



y oh I 



5'pTc c c g g o 

..QJT-C.T .G 6 G C C CB 



(2) Bio 




Master-Splinker 




(1) 



OQGGCGTCTCOl 3- QH 
CCCCGCj yp 



\ 



chemische S'-Phosphorylierung 



256 variable Nonamere 



Ligation auf 
. festem Trflger 



_ "S"> i lC C C G O O 
HLfeJ-O-TOOOCitidj 



Kinase, Auffuilen mit Klenow + dNTPs 



IT^fC C C Q Q G 

y NN»d c y_a d o e e 



verJangerter Splinker 
qogocgtctcg) 




(3) 



c c c c G^ rK^yiy m 'C}i nT^7?r^ s* oh 



1 



Kinase, AufRillen mit Klenow + dNTPs 




GGQGCGTCTC q)\H N N u] 



(4) 



verlangerter Anchor 



Fig. t 



WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



2/23 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



3/23 




WO 03/044193 



PCT7EP02/13154 



4/23 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



5/23 



i 

I 
•3. 

CO 
WD 



I 

1 
i 

•i 

9 





WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



6/23 




WO 03/044193 



PCT7EP02/13154 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



9/23 



c 

I 

• MM 

u 

> 

g 

S3 

I 

IS 

I 

fcJD 
C 
9 

1 

c 

a 

"3 
S 

c/3 




3 




\ / 

rj K 








SB? 












7rJ p 






i* 


u 




b 




o 


i 




u 






o 




o 




o 


c 




o 




o 


o 




u 




t5 


( 




o 




u 


o 




u 






c 




o 






< 




H 




< 


F 


-i 


< 




H 












t 


j _ 






a 


< 








< 


f 


H 1 


< 




h 


< 




H 




< 


t 


4 


< 




H 






U 






t 


; 






u 


< 








< 


f- 


4 


< 




H 






< 




H 


#3 


c 








H 








H 


#a 


c 






< 


H 








H 


#3 


£ 






< 


o 




U 






*« 

c 


j 


o 




U 


o 




u 




o 


c 


i 


o 




u 


< 




H 




< 


£ 


4 


5 




H 














< 






9 


O 










y 


o 






O 




a 




? 






is 


I 






J 




v. 






k 




a 










<1 







2 



WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



10/23 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



11/23 



1 



1 "i 

■a 1 

c I 



8 

> 
c 

! 

o 
B 
o 
c 

a 

S3 

s 

53 



j 



ft; 

I 

4 
I 



=1 




WO 03/044193 



PCT7EP02/13154 



12/23 



CP 



C 

a 

8 



1 

i 



8 

3 
"a 
S 



CO 5 
9 § 



I 



\ 
I 

i 




1 

H 

r 

i 

"53 

I 

I 
1 

c 




bSSmmbAh c k^sssW g5sssgs&' 



WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



13/23 



if) 




mS^wm ^sssS JssS 



5 



.5 

s 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



U/23 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



15/23 




WO 03/044193 



16/23 



PCT/EP02/13154 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



17/23 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



18/23 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



19/23 




t 



WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



20/23 



■0. 





i 




I 

I 



r 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



21/23 





WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



22/23 




WO 03/044193 



PCT/EP02/13154 



23/23 




EP 1 314 783 A1 



3 



Europftlschea 
Paten tamt 



EUROPAlSCHER RECHERCHENBERICHT 



Numnrar dor AitirMUung 

EP 01 12 7864 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



Kategorfo 



Kannxatehraing das Dolojmants mit Angabe, sowett 
dor maHpibUchen TaUa 



Bub Iff I 
Anapruch 



KLA8SIFDCATION DER 
ANMELDUWO QnLCI.7) 



SHIBATA Y ET AL: "Cloning full-length, 
Cap-Trapper-selected cDNAs by using the 
single-strand linker ligation method.* 
BIOTECHNIQUES, 

Bd. 30, Nr. 6, Ount 2001 (2001-06), Selten 
1250-1254, XP002197302 
ISSN: 0736-6205 

5 ' AGAGAGAGAGCTCGAGCTCTATTTA GGT6A 
CACTATAGAACCAGNNNNN-3 ' (HphI: 6GTGA(8/7)) 

* das game Dokument * 

WO 00 75368 A (DIAVIR GMBH ;SCHATZ 
0CTAVIAN (0E)) 

14. Dezember 2000 (2000-12-14) 

* AnsprOche 1-20; Abblldungen 1,9-13 * 

WO 01 75180 A (ZEZIN S0NKIN DINA ;EINAT 
PAZ (ID; QBI ENTPR LTD (ID; SHL0MIT GIL) 
11. Oktober 2001 (2001-10-11) 
Ta1l-CTG 5 ' CCGTCTCGACTACGGATCAAG 

* AnsprOche 1-40; Abblldung 11 • 

W0 01 61036 A (TOWLER PHILIP DEAN ;LEX0W 
PREBEN (NO); COMPLETE GENOMICS AS (NO)) 
23. August 2001 (2001-08-23) 

* Selte 14, Zeile 29 - Selte 33, Zelle 1; 
Anspruch 9; Abblldungen 1-7; Belsplele 1,2 
* 



1,4-11 



C12N15/10 
C12N15/66 
C12P19/34 



1-5 



1-5 



RECHEHCHERTE 
8ACHQEBIETE pntCLT) 



1,4-10 



C12N 
C12P 



Dar vorlJagenda R«cr»rc*i»nb*rlchl wurda fur alio PatontansprOcrta- ersMft 



0EN HAAG 



24. April 2002 



Hornlg, H 



KATEGORIE DER GENANNTEN OOKUWENTE 

X : von besondirir Badautung aJJdn batracrttflt 

Y : von bocondwvr Q od c utung tn V^rblndung mlt slnsr 

>f ir^ff ji rWfij i j ■ i irut H l/nl^wl. 

varunanvfcnung gmwmown fiapjgona 



A* i tachnotoglschar Hlntargrund 
O : nJcMtchrtttlche OHenbanjng 



T : der EnTndung xuflruncfc Negende Thaorlan odor Orvndc&tz* 
E : alteras Patamdokument, du jedoch erst am ©dar 
naoh dam Anmeldadatum verflffanflfctit word en 1st 
D : In dor Anmeldung angefQhrtea Dokument 
L : bus ancfem Grundan angafOhrtaa Dokumant 



& :Mi 



Mftglleddt 
OokLiment 



dtr gldchen Patentfaniin«.0b9re(nsUmmande8 



65 



EP 1 314 783 A1 



EuropllBchei 
Patentim! 



europAischer recherchenbericht 



EP 01 12 7864 



einschlAgiqe dokumente 



Katagorli 



Kanniatchnung d« Dokumanto mti 
m def maBpabllchan Telle 



mtt Angab*. sowvlt •rfordeTtlch, 



Bftrtfft 
Anspruch 



KLASSIFIKATION DER 
ANMBLPUNQ (lntCl,7) 



UN RAH PAUL ET AL; "Non-cloning 
amplification of specific DNA fragments 
from whole genomic DNA digests using DNA 
Mndexers'" 

GENE, ELSEVIER BIOMEDICAL PRESS. 
AMSTERDAM, NL, 

Bd. 145, Nr. 2, 1994, Selten 163-169, 

XP002149819 

ISSN: 0378-1119 

* das ganze Dokument * 

WO 96 12014 A (LYNX THERAPEUTICS INC) 
25. April 1996 (1996-04-25) 

* Selte 14, Zelle 25 - Selte 15, Zelle 31; 
AnsprOche 48,49; Abblldungen 1,2,4 * 

PADGETT K A ET AL: "Creating seamless 
junctions Independent of restriction sites 
1n PCR cloning" 

GENE, ELSEVIER BIOMEDICAL PRESS. 
AMSTERDAM, NL, 
Bd. 168, Nr. 1, 

2. Februar 1996 (1996-02-02), Selten 
31-35, XP004042930 
ISSN: 0378-1119 

* Tabelle I * 

EP 0 245 130 A (INNOGENETICS NV) 
11. November 1987 (1987-11-11) 

* Selte 15, Zelle 19 - Seite 27, Zelle 22; 
Ansprflche 1-15 » 

-/- 



1,4-10 



D*r voHt«90nd» Racbafcbanbarfcht wurd* fur all* Pateirtansprucrw arstaflt 



DEN HAAG 



1,4-10 



RECHERCHIERTE 
BACHC2EBETE (lnLCL7) 



24. April 2002 



Homlg, H 



KATEGORtE DER QENANNTEN DOKUMENTE 

von b*iopdenar Bedeutung aflaln batrachtat 
von baaondemr Badautung In Varblnduno mlt drier 
andaran Veriltomchung dareeften Ktitgorto 
Ischer Kfintwgrund 
OfJanbarung 



T : dar Erilndung mgiunda Iteoenda Theortan odar GnjndaAtee 
E : altera* Patentdokument, daa (edoch ertt am odaf - 
naoh dam A/vn»Ue datum varerrantiteM wordan lit 
O : In dar Anmaldung angafuhrtas Ookimant 
L : aut andaran Gordon angMMaa Dokument 



& : Mrtallad dar deichan PalarrtfamUto.uberolnitimrnandea 
Dokumanl 



66 



EP 1 314 783 A1 




EUROPAISCHER RECHERCHENBERICKT """"^ ^ 

EP 01 12 7864 



einschlAgige dokumente 




Kategorlf 


Kenniatehrtung dea Dokumente mtt Angabe, soweK erforderlteh, 
dor maBgefalichen TeBo 


BotrHfl 
Anspruch 


KIA 68 (FIXATION DER 
ANMBLOUNQ (IntCl7) 


A 
A 

D,A 


KATO K: "DESCRIPTION OF THE ENTIRE MRNA 
POPULATION BY A 3' END CDNA FRAGMENT 
GENERATED BY CLASS IIS RESTRICTION 
ENZYMES" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY 
PRESS, SURREY, 6B, 
Bd. 23, Nr. 18, 

1. September 1995 (1995-09-01), Selten 
3585-3690, XP002008304 
ISSN: 0305-1048 

♦ das ganze Dokument * 

VELCULESCU V E ET AL: "SERIAL ANALYSIS OF 
GENE EXPRESSION" 

SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE, , US, 
Bd. 270, Nr. 5235, 

20. Oktober 1995 (1995-10-20), Seiten 
484-487, XP001024449 
ISSN: 0036-8075 

♦ das ganze Ookument * 

WO 99 47536 A (BERNAUER ANNETTE) 
23. September 1999 (1999-09-23) 

♦ das ganze Dokument * 




RECHERCHIERTE 
8ACHGEBIETE (lntCI.7) 


Dor vorilegende RectwrchenboricM wurde fur all* Patontarapruch* erstsllt 


RKjhmctmron MMcNuSdaium d* R«cr«rc*» PiOtr 

DEN HAAG 24. April 2002 Hornig, H 


KATEOORE DER GENANWTEN OOKUMEWTE T : der Erfindung zugrunde llegende Theortari Oder GrundaAtze 

E : lleret Palerrtdokument das ledoch ent am Oder 
X : won bwondww Brieutung *fldn betracrtttt nach dam AmneWedatum ver&ffenttfcht worden lit 
Y : von besondarer Bedetrtung b VerUndung mlt etaar D : In der AnmakJung angetthrtas Dokumant 
andaren Verdftentlchung dersalben Kategoria ■ L : aus indervn QrCnden angslOMa Dotumertt 

a\ it*^L * 1 Ul * 1 

O : nkhtachrtoflehe Offanbarung a : Mhgilad der gletahan Petenttemllla.Qbareinstimmendes 
P : ZwUchanltaratur Ookument 



67 



EP1 314 783 A1 



ANHANG ZUM EUROPAlSCHEN RECHERCHENBERICHT 
OBER DIE EUROPAlSCHE PATENTANMELDUNG NR. 



In dltsem Anhan$ «fnd da Mft^ladar dar Patsntfamfflan dar Im obtngonanrrton auropalschan 
Patontdokumenta an paps ben. 

Ola Angaben Ober cio famlllenmftglladar ante predion dam Stand dor Oatei das Europalschan 
Dies* Angaban dknan twiur Unterrichtung und erfolgan ohna Gawflhr. 



EP 01 12 7864 

t angatOhrton 

24-04-2002 



Im Racharchanberleht 




u Hi urn OW 






Patantfarn 






angtfjtirtaj Patantdokumant 


VtrdifentBchung 






lie 


Veroffentilchung 


WU UU/ DODO 


A 
n 


14-12-2000 


UL. 


19925862 


Al 


14-12-2000 










0075368 


A2 


14-12-2000 








EP 


1181395 


A2 


27-02-2002 


WO 0175180 


A 

n 


11-10-2001 


AU 


4772901 


A 


15-10-2001 








M0 


0175180 


A2 


11-10-2001 


UO 0161036 


A 


23-08-2001 


AU 


3214001 


A 


27-08-2001 








UO 

nv 


0161036 


A2 


23-08-2001 




A 


25-04-1996 


US 


5604097 


A 


18-02-1997 








All 


3946195 


A 


06-05-1996 








All 


712929 


B2 


18-11-1999 • 








AU 


4277896 


A 


06-05-1996 








All 


5266399 


A 


09-12-1999 








TA 


2202167 


Al 


25-04-1996 








P7 


9700865 


A3 


17-09-1997 








0E 


69513997 


01 


20-01-2000 








DE 


69513997 


T2 


27-07-2000 








pp 

t r 


0786014 


Al 


30-07-1997 








PP 

cr 




Ml 


XU s))t / 








PP 
tr 


0952216 


A2 


27-10-1999 








PT 
r i 


971473 


A 


04-06-1997 








HU 


77916 


A2 


28-10-1998 








JP 


10507357 


T 


21-07-1998 








NO 


971644 


A 


02-06-1997 








US 


6352828 


Bl 


05-03-2002 








US 


6138077 


A 


24-10-2000 








US 


6280935 


Bl 


28-08-2001 








US 


6172218 


81 


09-01-2001 








UO 


9612039 


Al 


25-04-1996 








UO 


9612014 


Al 


25-04-1996 








us 


6235475 


Bl 


22-05-2001 








us 


6172214 


Bl 


09-01-2001 








us 


6140489 


A 


31-10-2000 








us 


6150516 


A 


21-11-2000 








us 


5695934 


A 


09-12-1997 








us 


5635400 


A 


03-06-1997 








us 


5654413 


A 


05-08-1997 








us 


5863722 


A 


26-01-1999 








us 


5846719 


A 


08-12-1998 


EP 0245130 


A 


11-11-1987 


AU 


7104087 


A 


08-10-1987 








OK 


172187 


A 


05-10-1987 








EP 


0245130 


Al 


11-11-1987 








JP 


63017694 


A 


25-01-1988 



FOr nflhore Elnzelhattsn zu dies em Anhang : riehe AmtsWatt des Europalschan Patentarrrts, Nr. 12/82 



68 



BP 1 314 783 A1 



ANHANQ ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICHT 
UBER DIE EUROPAISCHE PATENTANMELOUNQ NR. 



£P 01 12 7864 



In dtowm Anhang find dl* MltglMcr d»r PatonBamdton d«r kn obwiganannten •wopibchwi R*ch»rchenb«rleM angofuhrtnn 
Patantdoku/nsntfl artgegBtM 
Die Angaben Gbec dto Farrtl 



Dies* Angabvn dlensn nur zur 



Itlanrnttglleder entsprechan dem Stand d#r Data! das Etwopfilschen Pattntamts am 
zur Untsrrlchtung und erlelgen ohna Qswahr. 



24-04-2002 



lm Recherche n bo rteht 
angafOhrias Patantctokument 



Datum def 
VerdffentDchung 



Mttgjled{er) der 
Patantfaml Be 



Datum dar 
VerortentJtehung 



WO 9947536 



23-09-1999 



DE 
AU 
WO 
EP 



19812103 Al 
3699899 A 
9947536 A2 
1047706 A2 



23-09-1999 
11-10-1999 
23-09-1999 
02-11-2000 



Fur niher* Bnzaihatten zu dlasam Anhang ; sishe ArntsWatt das Europairehen Patantamts, Nr. 12/82 



69 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

^ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCED) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



